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Med razvojem novih učinkovin je ključnega pomena napovedovanje njihove absorpcije v 
človeškem telesu, kar lahko dosežemo z izvedbo permeabilnostnih testov. Priprava celičnih 
modelov z različnimi celičnimi linijami je zaradi številnih prednosti vse bolj uporabljena 
metoda za določevanje permeabilnosti substanc, vključena pa je tudi v mednarodne 
smernice. Celična linija Calu-3, ki izvira iz človeškega pljučnega adenokarcinoma, se je 
zaradi svojih ugodnih lastnosti, kot so tvorjenje čvrstega monosloja na membranah, 
ekspresija številnih membranskih prenašalcev, hitra rast in možnost uporabe velikega števila 
celičnih pasaž, uveljavila kot ena izmed možnosti za pripravo omenjenih celičnih modelov. 
Naš namen v tej magistrski nalogi je bil oceniti sposobnost dveh celičnih modelov (model 
tekočina-tekočina in model zrak-tekočina) za razvrščanje učinkovin glede na njihovo 
permeabilnost ob upoštevanju njunih lastnosti. Integriteto celičnih slojev na modelih smo 
ocenili z merjenjem transepitelijske električne upornosti (TEER) ter s paracelularno 
permeabilnostjo spojine Lucifer rumeno (Lucifer yellow, LY), med samim gojenjem celic 
pa smo spremljali okuženost celic z mikoplazmami. Rezultati permeabilnostnih testov z 
uporabo nizko, zmerno in visoko permeabilnih učinkovin na podlagi smernic ICH M9 so 
pokazali, da sta oba celična modela primerna za razvrščanje učinkovin med nizko in visoko 
permeabilne glede na BCS klasifikacijo učinkovin. Na podlagi določevanja 
permeabilnostnih koeficientov v apikalno-bazelateralni in bazelateralno-apikalni smeri smo 
določili, katere učinkovine so podvržene efluksnemu mehanizmu, in sicer nadolol (substrat 
P-glikoproteina) na obeh pripravljenih celičnih modelih, furosemid (substrat P-glikoproteina 
in proteina BCRP) na modelu tekočina-tekočina, hidroklorotiazid (substrat proteina BCRP) 
na obeh pripravljenih celičnih modelih in klorotiazid (substrat proteina BCRP) na modelu 
tekočina-tekočina. Z izvedbo testov z inhibitorji P-glikoproteina (PSC833 in verapamil) smo 
potrdili ekspresijo P-glikoproteina v obeh pripravljenih celičnih modelih, saj so se 
izračunane vrednosti efluksnega razmerja (ER) za spojino rodamin 123 ob njihovi uporabi 
signifikantno znižale.  
 




In the development of new active substances, predicting their absorption in human body is 
crucial and can be achieved by performing permeability assays. Cell models based on 
different cell types have become commonly used tools for permeability determination of 
active substances due to many advantages and are also recognized by international 
guidelines. Cell line Calu-3, which was derived from human lung adenocarcinoma, has been 
used as one of the options for cell model’s preparation because of its ability to form 
monolayers with tight junctions, different membrane transporter expression, fast growth and 
source of extensive cell proliferation which can be used for permeability assays. Our aim in 
this work was to evaluate the ability of two prepared cell models (model liquid-liquid and 
model air-liquid) for permeability classification of the active substances according to their 
properties. Tests for mycoplasma contamination were performed during the cell culturing. 
Integrity of the cell layers was evaluated by transepithelial electrical resistance (TEER) 
measurements and paracellular permeability determination of zero permeability marker 
Lucifer yellow (LY). Model substances with low, moderate and high permeability according 
to ICH M9 guidelines were used in permeability assays. Results indicate suitability of both 
prepared cell models for classification of active substances to high and low permeability 
classes based on BCS (Biopharmaceutical Classification System) classification. By 
performing permeability assays both in apical-to-basolateral and basolateral-to-apical 
directions we determined which tested substances are involved in efflux mechanism. Those 
substances are nadolol (P-glycoprotein substrate) on both cell models, furosemide (P-
glycoprotein and BCRP substrate) on cell model liquid-liquid, hydrochlorothiazide (BCRP 
substrate) on both models and chlorothiazide (BCRP substrate) on cell model liquid-liquid. 
By performing permeability assays with P-glycoprotein inhibitors (PSC 833 and verapamil) 
we confirmed the expression of that protein in Calu-3 cells. Efflux ratio (ER) for rhodamine 
123 decreased significantly on both cell models after using both P-glycoprotein inhibitors.  
 




A-B – apikalno-bazolateralna smer prehajanja substanc 
ABC – ATP-vezavne kasete (ang. ATP-binding cassettes) 
AL – celični model zrak-tekočina (ang. air-liquid) 
AQP1 – akvaporin 1 
B-A – bazolateralno-apikalna smer prehajanja substanc 
BCRP – rezistentni protein izoliran pri raku na dojki (ang. breast cancer resistance protein) 
BCS – biofarmacevtski klasifikacijski sistem (ang. Biopharmaceutics Classification 
System) 
ER – efluksno razmerje 
HBSS – Hankova uravnotežena solna raztopina (ang. Hank's Balanced Salt Solution) 
HEPES – 4-(2-hidroksoetil)-1-piperazin etansulfonska kislina 
ICH – Mednarodna konferenca o harmonizaciji (ang. The International Council for 
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) 
LL – celični model tekočina-tekočina (ang. liquid-liquid) 
LY – Lucifer rumeno (ang. lucifer yellow) 
MRP – družina proteinov povezanih z rezistenco na več spojin (ang. multidrug resistance 
associated protein) 
Papp – permeabilnostni koeficient  
P-gp – P-glikoprotein 
Rh123 – rodamin 123 
TEER – transepitelijska električna upornost (ang. transepithelial electrical resistance) 





In vitro celični modeli, ki ustrezno posnemajo človeške fiziološke pogoje, omogočajo 
pridobivanje podatkov za napovedovanje absorpcije in pomagajo pri izboru substanc za 
nadaljnje klinično testiranje med samim razvojem učinkovin. Tovrstna uporaba celičnih 
modelov je vse bolj priljubljena zaradi stroškovnih prednosti in možnosti razvoja 
visokozmogljivih metod, ki jim lahko prilagajamo parametre in z njimi napovedujemo 
absorpcijski potencial učinkovin v človeškem telesu. Dodatna prednost uporabe človeških 
celičnih linij je izognitev težavam pri uporabi živalskih tkiv v in vitro testih in manjši etični 
zadržki v primerjavi z in vivo testiranji na živalih (1, 2). Slabosti vseh in vitro sistemov se 
kažejo v tem, da je vpliv fizioloških in okoljskih dejavnikov težko vključiti v interpretacijo 
rezultatov, poleg tega je prenos rezultatov na in vivo razmere lahko vprašljiv. Uspešnost in 
vitro celičnega modela v napovedovanju absorpcije substanc je odvisna od sposobnosti 
posnemanja fizioloških barier. Za boljše napovedovanje se lahko hkrati uporablja več 
različnih in vitro sistemov v kombinaciji z različnimi celičnimi linijami (1). 
1.1 Celice respiratornega epitelija 
Respiratorni epitelij je sestavljen iz številnih morfološko različnih tipov celic, njegova 
sestava pa se spreminja z manjšanjem premera respiratornih cevi. Migetalčne celice na svoji 
površini izražajo nitaste izrastke imenovane cilije, s katerimi lahko odstranjujejo delce v 
vdihanem zraku vključno z virusi in bakterijami. Sekretorne celice sestavljajo 15–25 % 
bronhialnega epitelija in so prisotne v več oblikah. Čašaste celice proizvajajo in izločajo 
mukus ter predstavljajo prevladujoči tip sekretornih celic v pljučih. Poznamo tudi 
Kulčickijeve celice (K-celice), ki spadajo med nevroendokrine celice in proizvajajo amine 
ter peptidne hormone. Nahajajo se na dnu epitelija, zato redko dosežejo lumen, sodelujejo 
pa pri nastanku nekaterih vrst pljučnega raka (3, 4). Klarove celice predstavljajo prevladujoči 
celični tip v bronhiolih. V njih poteka proizvodnja surfaktantov (apoprotein A in B) in 
sekretornih inhibitorjev levkoproteaz. Te celice sodelujejo tudi pri razstrupljanju vdihanega 
zraka, obnavljanju celičnega epitelija, izločajo protibakterijske snovi, z zmanjšanjem 
površinske napetosti v bronhiolih pa preprečujejo njihovo zlepljanje. Bazalne celice niso v 
direktnem stiku z lumnom, saj se nahajajo na dnu epitelijev in imajo zaradi sposobnosti 




Slika 1: Slika 1: Celice respiratornega epitelija v sapniku in bronhijih (levo) ter v 
bronhiolih (desno); Mu - mukus, Č - čašaste celice, B - bazalne celice, J – celično jedro, K 
– Kulčickijeve celice, M – migetalčne celice, Se – sekretorne granule, Ci – cilije. Prirejeno 
po referenci (4). 
1.2 Calu-3 celice in celični modeli 
Calu-3 (ATCC-HTB-55) je človeška celična linija bronhialnega epitelija, ki je bila leta 1975 
izolirana iz pljučnega adenokarcinoma 25-letnega belca (3, 5).  Zaradi velike podobnosti 
fiziološkemu epiteliju je postala najprimernejša celična linija za raziskave transporta in 
metabolizma substanc v celicah respiratornega epitelija. Pomembne prednosti uporabe 
omenjene celične linije v permeabilnostnih študijah so: tvorjenje celičnih plasti s tesnimi 
stiki in ustrezno visokimi vrednostmi transepitelijske električne upornosti (TEER), 
ekspresija sekretornih celic in celic z mikrovili, hitra in konsistentna rast ter možnost 
zanesljive uporabe velikega števila celičnih pasaž (2, 4). Celična linija poleg diferenciacije 
celic tvori tesne stike s proteini kot so okludin, E-kadherin in dezmopektin, ki jih najdemo 
tudi v fiziološkem epiteliju (6). V Calu-3 so izraženi ABC prenašalci, kot sta P-glikoprotein 
(P-gp) in MRP1, tj. protein iz družine proteinov povezanih z rezistenco na več spojin, ki v 
permeabilnostnih študijah igrata pomembno vlogo, saj so številne učinkovine njuni substrati. 
Njuna ekspresija naj bi bila odvisna od pogojev priprave celičnih modelov, zato si številni  
podatki glede prisotnosti in njunih učinkov nasprotujejo (4, 5, 7). 
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1.2.1 Vrste celičnih modelov Calu-3 in njihove 
lastnosti 
Pogoji priprave celičnih modelov in samega gojenja celic močno vplivajo na celično 
diferenciacijo. Modeli s celično linijo Calu-3 se lahko pripravijo na dva različna načina, in 
sicer kot model tekočina-tekočina (ang. liquid-liquid, LL), kjer so celice v stiku z rastnim 
medijem na apikalni in bazolateralni strani ter kot model zrak-tekočina (ang. air-liquid, AL), 
kjer so celice na apikalni strani v stiku z zrakom, na bazolateralni strani pa z rastnim 
medijem. Oba modela izkazujeta različne lastnosti, ki so posledica različnih pogojev gojenja 
celic (8). 
Celični model, ki je gojen na stiku med zrakom in rastnim medijem, tvori psevdostratificirani 
stolpni epitelij, medtem ko LL tvori enostavni kubični epitelij. Kljub razliki v velikosti celic 
v začetnih fazah rasti, po treh tednih celice na obeh modelih dosežejo podobno velikost. V 
modelu LL so celice na začetku manjše, najverjetneje zaradi pospešene proliferacije in 
posledično upočasnjene rasti ter diferenciacije, saj so z rastnim medijem obdane na apikalni 
in bazolateralni strani. Pod elektronskim mikroskopom lahko opazimo diferenciacijo Calu-
3 celic v čašaste celice, ki preko sekretornih veziklov izločajo mukus in so bolj pogoste v 
modelu AL. Celice na površinah tvorijo mikrovile, ki so bolj številčni in daljši na modelu 
AL v primerjavi z LL. Dezmosomi in tesni stiki so v enakem obsegu prisotni v obeh 







Vrednosti TEER, s katerimi potrjujemo integriteto celičnih plasti, so močno odvisne od vrste 
pripravljenega modela. Navadno je vrednost TEER pri meritvah na modelu LL dvakrat do 
Slika 2: Primer enostavnega kubičnega epitelija (levo) in psevdostratificiranega stolpnega 
epitelija, pri katerem so celice pritrjene na bazalno membrano, rastejo v eni plasti in imajo 
različno višinsko razporeditev jeder (desno). Prirejeno po referenci (9). 
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trikrat višja od vrednosti na AL. Maksimalne vrednosti na modelu LL presežejo 1000 Ωcm² 
v enem tednu od dosega konfluentnega stanja celic. Vrednosti se po tem nekoliko znižajo, a 
naj ne bi padle pod 500 Ωcm². Vrednosti TEER na  modelu AL so nekoliko nižje, saj 
dosegajo od 200 Ωcm² do 700 Ωcm². Naštete vrednosti TEER, ki jih dosegajo pripravljeni 
modeli, potrjujejo dejstvo, da celice Calu-3 tvorijo čvrste epitelije (2, 5, 8). 
Transportni mehanizmi s prenašalnimi proteini igrajo ključno vlogo pri absorpciji učinkovin 
in njihovi eliminaciji, pa tudi pri transportu endogenih molekul, ki vplivajo na celično 
delovanje. Med najbolj izraženimi transportnimi proteini v celicah Calu-3 sta proteina MRP1 
(gen ABCC1) in MRP3 (gen ABCC3) iz družine proteinov povezanih z rezistenco na več 
spojin ter P-glikoprotein (gen ABCB1). Vsi trije so povezani s celično odpornostjo na 
učinkovine, saj so jih sposobni izločati iz celic (2). Študije so v Calu-3 celičnih modelih 
pokazale tudi ekspresijo rezistentnega proteina izoliranega pri raku na dojki (BCRP), ki ima 
prav tako pomembno vlogo pri izločanju učinkovin iz celic (10). Za P-glikoprotein (P-gp) si 
podatki o njegovem učinku v Calu-3 celicah nasprotujejo, saj nekatere študije kažejo na 
vračanje substratov iz celice, druge na prevzemanje v celice, nekatere pa sploh niso zaznale 
ekspresije samega proteina v celicah. To bi bilo lahko razloženo z dejstvom, da so nekateri 
substrati P-gp prav tako substrati proteina MRP1, ki naj bi ga celice Calu-3 izražale na 
bazolateralni strani, kar naj bi vplivalo na skupno prevzemanje določenih substratov v celice. 
Drug razlog za nasprotujoče rezultate je uporaba celičnih linij z različnimi fenotipi zaradi 
različnih pogojev priprave in gojenja celičnih modelov (4, 7).  
Vrsta celičnega modela in čas gojenja vplivata na gensko ekspresijo prenašalcev učinkovin 
v celicah Calu-3. Daljši čas gojenja celic vpliva na povečano ekspresijo različnih prenašalnih 
proteinov v celicah Calu-3 le na modelu AL, medtem ko je pri LL ekspresija lahko celo 
zmanjšana. Pri modelu LL se z daljšim časom gojenja poveča ekspresija akvaporina AQP1, 
ki regulira pretok vode skozi celično membrano. Na podlagi navedenih ugotovitev v 
splošnem velja, da se tekom gojenja celic Calu-3 na modelu AL izrazi več različnih 
prenašalnih proteinov kot na LL (2). 
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1.3 METODE DOLOČANJA 
PERMEABILNOSTI  
1.3.1 Priprava celičnih modelov s Calu-3 
Gojenje celičnih kultur s Calu-3 celicami poteka na pogojih s temperaturo 37 °C, 95 % 
vlažnostjo zraka in 5 % zračnim deležem CO2. Glede na objavljene podatke v literaturi je 
najbolj primeren rastni medij sestavljen iz raztopin A-MEM (ang. Advanced Minimum 
Essential Medium), GlutaMAX (vir esencialne aminokisline L-glutamin) in 2,5 % FBS (ang. 
Fetal Bovine Serum). Ko dosežemo 80–100 % konfluentno stanje, celice od gojilnih 
stekleničk odlepimo z raztopino TripLE™ Select, ki vsebuje rekombinantni encim tripsin, 
združimo v centrifugirki in centrifugiramo 5 minut na 1500 rpm. Celični pelet 
resuspendiramo v rastnem mediju, nato pa s hemocitometrom ali z napravo Vi-Cell 
preštejemo celice v celični suspenziji in določimo živost (2, 11). Živost celic, tj. število in 
delež živih celic, določimo z metodo barvanja s tripanskim modrilom (ang. trypan blue). 
Žive celice z nepoškodovanimi membranami so pri tej metodi sposobne ohraniti tripansko 
modrilo izven celic, medtem ko mrtve celice zaradi poškodovanih membran prepuščajo 
barvilo v notranjost in se obarvajo (12). Priporočena nasaditvena gostota celic v gojitvenih 
stekleničkah znaša od 6 × 104 celic/cm² do 1 × 106 celic/cm² medtem ko na ploščah s 24 









Slika 3: Vzdolžni prerez vdolbine na ploščah z membranami za pripravo celičnih modelov, 




Po nasaditvi celic na plošče s 24 vdolbinami model LL pripravimo tako, da na apikalno kot 
tudi na bazolateralno stran membrane s celicami nanesemo rastni medij. Model AL 
pripravimo tako, da po 24 urah odstranimo medij iz apikalne strani membrane s celicami (2). 
Po nasaditvi celic rastni medij v gojilnih stekleničkah in na celičnih modelih vsak drugi dan 
menjamo s svežim, in sicer iz bazolateralnega in apikalnega predela na  modelu LL ter zgolj 
iz bazolateralnega predela na AL (8). 
1.3.2 Transepitelijska električna upornost (TEER) 
Poznamo veliko sistemov za določevanje permeabilnosti učinkovin, med katerimi večina 
vključuje gojenje celičnih linij na poroznih membranah. Ti sistemi omogočajo dostop do 
predelov na apikalni in bazolateralni strani celic, ki jih ločujejo membrane s celičnimi 
plastmi. Za izvedbo zanesljivih in vitro testov permeabilnosti so se razvile kvalitativne in 
kvantitativne tehnike, s katerimi potrdimo integriteto celičnih plasti v pripravljenih sistemih 
(14). 
Transepitelijska električna upornost je meritev električne upornosti skozi celično plast in je 
zanesljiva in občutljiva metoda za potrditev integritete celične plasti in posledično 
zanesljivosti permeabilnostnih testov. Pri merjenju TEER s sistemom EVOM uporabljamo 
STX2 elektrodo, ki je sestavljena iz dveh povezanih sond, pri čemer eno potopimo v medij 
iz zgornjega predela (apikalna stran celic), drugo pa v spodnji predel (bazolateralna stran). 
Sondi sta sestavljeni iz notranje elektrode, ki vsebuje del iz Ag/AgCl za merjenje napetosti 
in zunanje elektrode iz srebra, s katero vzpostavimi električni tok skozi celično plast. 
Merjenje vključuje meritev slepe upornosti (RSLEPA) preko porozne membrane brez celic z 
rastnim medijem in meritev celotne upornosti (RCEL) skozi porozno membran s celično 
plastjo. Dejansko upornost celične plasti na membrani (RDEJ) izračunamo z razliko med RCEL 
in RSLEPA. TEER vrednosti so podane v enoti Ωcm², saj je dejanska celična upornost odvisna 
tudi od površine celičnega modela oziroma porozne membrane na plošči. Da dobimo končno 
vrednost celične upornosti, RDEJ pomnožimo s površino porozne membrane (cm²) (14). 
TEER vrednosti so odvisne od temperature merjenja, saj naj bi idealne rezultate dobili pri 
merjenju v inkubatorju na 37°C. Na podlagi študij s celicami Caco-2 ima velik vpliv na 
vrednosti tudi številka pasaže, saj so meritve na kasnejših pasažah pokazale višje vrednosti 
TEER v primerjavi z zgodnjimi pasažami. Vzrok za to naj bi bili celični modeli z več plastmi 
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celic na poroznih membranah, ki tvorijo tesnejši stik celic in/ali spremenijo debelino 
celičnega sloja. Vpliv na vrednosti ima tudi vrsta celičnega rastnega medija, saj le-ta vpliva 
na spontano diferenciacijo celic in posledično njihove lastnosti ter čas gojenja celic (14). 
1.3.3 Določevanje permeabilnostnih lastnosti 
učinkovin 
Metode za napovedovanje in vrednotenje absorpcije zdravilnih učinkovin v prebavnem 
traktu delimo na biološke in nebiološke. Nebiološke metode, kot so na primer določanje 
polarnosti molekule, določanje porazdelitvenega koeficienta n-oktanol/voda ter metode in 
silico temeljijo na lastnostih molekularnih struktur učinkovin. Med biološke metode 
uvrščamo in vitro metode (določanje permeabilnosti v difuzijskih celicah skozi izolirane 
segmente črevesa živali ali monosloje  s celičnimi kulturami) ter in vivo metode (perfuzija 
in vivo in določanje biološke uporabnosti oz. frakcije absorpcije) (15). 
Celični modeli so pripravljeni tako, da sloj s celicami v difuzijski komori ločuje apikalni in 
bazolateralni predel, ki predstavljata notranjo in zunanjo površino prebavil. Donorske 
raztopine s testiranimi substancami dodamo v predel na apikalni ali bazolateralni strani celic. 
Po določenem času iz akceptorske raztopine odvzamemo vzorec in določimo vsebnost 
substance, ki je prešla celični sloj (16). 
Raztopine testiranih substanc so lahko dodane v predel na apikalni ali bazolateralni strani 
celic, s čimer lahko določimo prisotnost celičnega efluksnega ali influksnega mehanizma za 
določeno substanco. Če permeabilnostne vrednosti (Papp) apikalno-bazolateralne smeri niso 
primerljive z vrednostmi bazolateralno-apikalne smeri, lahko v takšnih primerih govorimo 
o prisotnosti delovanja transportnih proteinov za testirane substance (16). 
Permeabilnost substanc skozi Calu-3 celice je izražena z navideznim permeabilnostnim 









kjer je dQ/dt količina substance, ki linearno prehaja skozi celični sloj, A površina celične 
plasti oziroma membrane, Co pa začetna koncentracija donorske raztopine v donorskem 
predelu celičnega modela (6). 
 
1.4 BIOFARMACEVTSKI KLASIFIKACIJSKI 
SISTEM  
Biofarmacevtski klasifikacijski sistem (angl. Biopharmaceutics Classification System, BCS) 
je bil razvit z namenom napovedovanja in vivo farmakokinetičnega obnašanja učinkovin na 
podlagi določanja permeabilnosti, ki je definirana z obsegom peroralne absorpcije učinkovin 
in njihove topnosti (17). Učinkovina velja za dobro topno, ko je največji odmerek topen v 
250 mL ali manj vodnega medija v pH območju 1–6,8 na 37 °C, medtem ko velja za dobro 
permeabilno, ko je obseg absorpcije učinkovine v človeku večja od 85 % zaužite količine 
glede na določitev masnega razmerja ali v primerjavi z intravensko aplicirano referenčno 
količino učinkovine (18). 
BCS je podprt s strani regulatornih organizacij in agencij in je vključen v smernice za 
pridobitev dovoljenja o opustitvi bioekvivalenčnih študij (17, 18). Glavni namen BCS je 
Slika 4: Skica celičnega modela (AB: apikalno-bazolateralna smer prehajanja substanc, 
BA: bazolateralno-apikalna smer prehajanja substanc). Vir: lastno delo. 
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izboljšanje učinkovitosti razvoja učinkovin, lažje spopadanje z ovirami pri načrtovanju 
formulacij in napovedovanje farmakokinetičnega obnašanja učinkovin. Zaradi naštetih 
razlogov ima vzpostavitev BCS velik vpliv na farmacevtsko industrijo in posledično njen 
razvoj. Na podlagi raztapljanja učinkovin v vodi in permeabilnosti v človeškem črevesju z 
BCS uvrščamo peroralno zaužite učinkovine v farmacevtskih oblikah s takojšnjim 
sproščanjem v štiri razrede (preglednica I) (19). 
 
Učinkovine razreda I so dobro topne in permeabilne, zato se hitro in popolnoma absorbirajo, 
njihova hitrost absorpcije pa je običajno višja od hitrosti izločanja (18). Glavni omejitveni 
dejavnik učinkovin iz razreda II v povezavi z absorpcijo je slaba topnost. Absorpcija 
učinkovin iz razreda II je navadno slabša od učinkovin razreda I, medtem ko se IVIVC (in 
vivo-in vitro korelacija) običajno izrazi v obeh razredih. Učinkovine v razredu III se hitro 
raztopijo, vendar so slabše permeabilne, kar je tudi omejitveni dejavnik pri absorpciji. Pri 
teh učinkovinah se pokažejo večje razlike v hitrosti in obsegu absorpcije. Zaradi hitrega 
raztapljanja so te razlike pripisane predvsem razlikam v membranski permeabilnosti zaradi 
fizioloških razlik in ne vrsti farmacevtske oblike. Skupna lastnost učinkovin iz razreda IV je 
nizka permeabilnost, zato se slabo absorbirajo skozi črevesno membrano in imajo posledično 
nizko biološko uporabnost (19). 
Dobro permeabilne učinkovine se na podlagi BSC kriterijev absorbirajo v več kot 85 % po 
peroralni aplikaciji. Nekatere učinkovine bi omenjeni kriterij lahko dosegle tudi zaradi in 
vivo mehanizmov, kot je na primer delovanje transportnih membranskih proteinov. Učinek 
membranskih prenašalcev, ki pospešujejo absorpcijo (influks) ali izločanje (efluks) 
RAZRED TOPNOST PERMEABILNOST 
I.  dobra visoka 
II.  slaba visoka 
III.  dobra nizka 
IV.  slaba nizka 
Preglednica I: Razredi za razvrstitev učinkovin v biofarmacevtskem klasifikacijskem 
sistemu. Prirejeno po referenci (19). 
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učinkovin, je minimalen pri učinkovinah v razredu I, saj se prenašalni proteini zaradi visoke 
topnosti in posledično visoke koncentracije učinkovine nasitijo, zato transportni učinek 
klinično ni tako pomemben. Na drugi strani je pričakovan večji učinek membranskih 
prenašalcev na učinkovine iz skupine II zaradi njihove slabše topnosti, kar preprečuje 
nasičenje prenašalcev in s tem povečuje vpliv na biološko uporabnost učinkovin. Učinek 
absorpcijskih prenašalnih proteinov pri učinkovinah iz BCS skupine III prevladuje, saj se s 
tem učinkom lahko nadomešča slabša permeabilnost, ki jo izkazujejo te učinkovine. Za 
učinkovine iz skupine IV je značilna slaba biološka uporabnost, zato je učinek prenašalnih 
proteinov tako za privzem kot tudi izločanje lahko pomemben (17). 
1.4.1 Dovoljenje za opustitev bioekvivalenčnih študij na 
podlagi BCS 
Decembra 2017 je ameriška Agencija za hrano in zdravila (FDA) izdala nove smernice, ki 
podpirajo na BCS sistemu osnovane bioekvivalenčne študije in študije biološke uporabnosti 
peroralnih, trdnih farmacevtskih oblik s takojšnjim sproščanjem. Junija 2018 so bile na 
podlagi tega objavljene harmonizirane ICH M9 smernice, ki in-vitro teste predstavljajo kot 
alternativo za nadomeščanje dragih in časovno potratnih in-vivo bioekvivalenčnih študij 
(20). Smernice se nanašajo na učinkovine z visoko topnostjo, ki so lahko nizko permeabilne 
(BCS razred III) ali visoko permeabilne (BCS razred I). Za učinkovine z ozkim terapevtskim 
oknom omenjene smernice ne veljajo. Za določitev bioekvivalence na podlagi BCS je 
potrebno ustrezati kriterijem v povezavi z ekscipienti (pomožnimi snovmi) v farmacevtski 
obliki in z njihovim in-vitro raztapljanjem. Pomožne snovi z vplivom na biološko uporabnost 
morajo na podlagi smernih ICH M9 biti količinsko in kakovostno enake pri testiranemu in 
referenčnemu zdravilu (21). 
Smernice ICH M9 določajo tudi pogoje izvajanja testov permeabilnosti na celičnih modelih 
s celicami Caco-2, ki so bile izolirane iz adenokarcinoma človeškega kolona in se 
najpogosteje uporabljajo za določanje in oceno absorpcije učinkovin v ljudeh. Uporaba 
Caco-2 permeabilnostnih testov za določevanje dobro permeabilnih učinkovin na podlagi 
BCS je omejena na pasivno prehajane učinkovine. Pred uporabo je potrebno Caco-2 
permeabilnostni test validirati. Validacija mora vključevati uporabo nizko (< 50 %), srednje 
(50–84 %) in visoko (> 85 %) permeabilnih modelnih učinkovin glede na peroralno 
absorbirano frakcijo fa ter učinkovine, ki jih poznamo kot označevalce pasivnega transporta. 
Predlagano je preverjanje integritete celičnih plasti z merjenjem TEER in izvajanjem testov 
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z označevalci pasivnega transporta. V primeru prisotnosti efluksnega mehanizma je potrebno 
predstaviti vrednosti Papp v obeh smereh prehajanja učinkovine skozi celični monosloj. 
Prisotnost membranskih proteinskih prenašalcev, ki so odgovorni za efluksni mehanizem, se 
lahko potrdi z določitvijo neodvisnosti med izmerjeno koncentracijo prehajane učinkovine 
in različnimi začetnimi koncentracijami učinkovin v donorskih raztopinah ali z izračunom 
efluksnega razmerja (ER) med navideznimi permeabilnostnimi koeficienti bazolateralno-
apikalne smeri in apikalno-bazolateralne smeri prehajanja znanih substratov teh prenašalcev. 
Ko je efluksno razmerje za določen substrat membranskega efluksnega transporterja manjše 
od 2, lahko sklepamo, da efluksni mehanizem v celicah ni prisoten (21). 
 
1.5 PREISKOVANE SUBSTANCE 
1.5.1 Učinkovine 
  
 UČINKOVINA BCS (20)   fa (21) P-gp  BCRP 
1. Antipirin I. visoka / / 
2. Atenolol III. zmerna / / 
3. Metoprolol I. visoka / / 
4. Hidroklorotiazid III. zmerna / substrat (25, 26) 
5. Amilorid III. zmerna / / 
6. Klorotiazid IV. nizka / substrat (23, 25) 
7. Teofilin I. visoka / / 
8. Furosemid IV. zmerna substrat (20, 24) substrat (27) 
9. Nadolol III. nizka substrat (20) / 
10. Ketoprofen II. visoka / / 
11. Rosiglitazon I. visoka / / 
12. Ropinirol I. (22) visoka / / 
Preglednica II: Zbrane lastnosti testiranih učinkovin.  Fa: permeabilnost učinkovin glede na 
peroralno absorbirano frakcijo; < 50 % (nizka), 50–84 % (zmerna), > 85 % (visoka). 
Prirejeno po referencah (20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27). 
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1.5.2 Rodamin 123, PSC 833 in verapamil 
Fluorescentna barvila za spremljanje membranskih transportnih procesov so vse bolj 
uporabljena zaradi enostavne uporabe, stroškovnih prednosti in zaradi možnosti uporabe na 
številnih membranskih proteinskih prenašalcih. Rodamin 123 spada med najbolj uporabljene 
predstavnike rodaminske družine fluronskih barvil. Uporablja se za inhibicijo 
mitohondrijskih funkcij in kot indikator transmembranskega transporta (28). Celice, ki na 
svoji membrani izražajo P-gp, lahko Rh123 hitro izločijo, zato se ga uporablja v 
permeabilnostnih testih z učinkovinami, ki so hkrati inhibitorji P-gp. Na ta način lahko 
določimo prisotnost in obseg delovanja omenjenega prenašalnega proteina (29). 
PSC 833 je neimunosupresivni derivat ciklosporina D, ki specifično inhibira P-gp. Študije 
uporabe PSC 833 na MDA/T0.3 celični liniji so pokazale povečanje občutljivosti celic na 
protitumorne učinkovine, ki so hkrati P-gp substrati, na raven celic z normalno 
občutljivostjo. PSC 833 na podlagi testov prav tako povzroča podaljšano inhibicijo efluksa 
rodamina 123 iz celic v primerjavi s ciklosporinom A (30, 31). Valspodar, kot tudi pravimo 
učinkovini PSC 833, na P-gp deluje tako, da se nekompetitivno veže na alosterično vezavno 
mesto encima, ga inhibira in tako zavre celični efluks preostalih substratov (31).  
  
Slika 5: Rodamin 123 (1) levo in PSC 833 (2) desno. Prirejeno po referencah (32, 33). 
Slika 6: Verapamil (3). Pridobljeno po referenci (35). 
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Verapamil spada med inhibitorje P-glikoproteina prve generacije. Predstavniki te skupine so 
bili najprej razviti za druge indikacije, šele kasneje pa so se izkazali kot substrati oziroma 
inhibitorji omenjenega proteina. Verapamil kot učinkovina deluje antihipertenzivno z 
blokiranjem kalcijevih kanalčkov. Glede na to, da predstavnikov prve generacije niso razvili 
z namenom inhibicije P-glikoproteina, je za njihovo delovanje značilen mehanizem 
kompetitivne inhibicije, saj z drugimi substrati tekmujejo za vezavna mesta na proteinu. Kot 
posledica je njihova slabost nizka inhibitorna moč in neselektivnost (34). 
 
1.5.3 Lucifer rumeno (Lucifer yellow) 
Lucifer rumeno je označevalec paracelularne permeabilnosti celic in se ga uporablja kot 
substanco za spremljanje integritete celičnih in tkivnih barier ter za permeabilnostne teste 
(36). 
 
Je intenzivno fluorescenten, relativno fotostabilen poleg tega se ob prisotnosti prostih 
aminskih skupin v vzorcu lahko nanje veže. Ekstinkcijski maksimum ima pri 428 nm, 
emisijski pa pri 533 nm. Slabost LY je, da se ekscitira in emitira v širokem spektru valovnih 
dolžin, kar lahko zmanjša specifičnost detekcije ob hkratni uporabi drugih fluoroforov (36). 
Permeabilnost LY skozi celice ni odvisna od aktivnega membranskega transporta s proteini, 
temveč od pasivne difuzije skozi tesne celične stike in membranske pore zaradi 
koncentracijskega gradienta (38).  
 
Slika 7: Lucifer rumeno (4). Pridobljeno po referenci (37). 
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2. NAMEN DELA 
Priprava in uporaba celičnih modelov iz različnih celičnih linij je vse bolj uporabljena 
metoda za izvedbo in-vitro testov določitve permeabilnosti učinkovin, saj se lahko izvede v 
relativno kratkem času, je stroškovno ugodnejša od drugih metod, izvedba testov in priprava 
modelov pa ni zahtevna. V našem primeru bomo za ta namen uporabili celično linijo Calu-
3, saj poleg že naštetih lastnosti tvori dovolj čvrst celični sloj na pripravljenih celičnih 
modelih, kar je ključno za izvedbo testov. Glede na to, da je bila omenjena celična linija 
izolirana iz pljučnega adenokarcinoma, ima specifične lastnosti, ki se razlikujejo od drugih 
celičnih linij in jih zato nameravamo upoštevati v tej nalogi. 
Z izbiro ustreznega rastnega medija bomo najprej po izbranem protokolu gojenja celic 
pripravili dva različna celična modela, in sicer model tekočina-tekočina (LL) in model zrak-
tekočina (AL). Tekom gojenja celic bomo ustreznost rasti preverjali z invertnim 
mikroskopom in testi za preverjanje okuženosti z mikoplazmami. Po koncu gojenja celic na 
pripravljenih modelih bomo izvedli test permeabilnosti z izbranimi učinkovinami. Izbrali 
bomo nizko, zmerno in visoko permeabilne modelne učinkovine, katerim bomo določili 
permeabilnostne koeficiente Papp v obeh smereh prehajanja učinkovin (A-B in B-A) skozi 
celično plast na obeh pripravljenih modelih. Izvedli bomo tudi test z inhibitorji P-
glikoproteina, s čimer bomo določili morebitno prisotnost tega proteina v celicah. Integriteto 
celične plasti bomo med testom preverjali z meritvami TEER, in sicer tik pred in po izvedbi 
testa, po koncu testa pa bomo izvedli še kontrolni test celične integritete modela 
permeabilnosti z Lucifer rumenim. 
Na podlagi dobljenih vrednosti Papp je naš namen oceniti primernost obeh pripravljenih 
celičnih modelov s celicami Calu-3 za napovedovanje permeabilnosti substanc glede na 
predhodno izbrane modelne učinkovine ter ju med seboj primerjati. Na podlagi meritev Papp 
v obeh smereh skozi celično plast na pripravljenih modelih bomo določili morebitno 
prisotnost mehanizma izločanja učinkovin, in sicer z izračunom efluksnega razmerja (ER) 
za vsako učinkovino posebej.  
Na koncu je naš namen tudi ugotoviti učinkovitost inaktivacije (liziranja) celic Calu-3 z 




3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Mediji in raztopine 
3.1.1 Rastni medij za gojenje celic 
Rastni medij smo pripravili v mikrobiološki komori pod aseptičnimi pogoji in vsebuje: 
- 500 mL Gibco® A-MEM (1X) (Advanced Minimum Essential Medium), Thermo 
Fisher Scientific 
- 10 mL Gibco® GlutaMAX, Thermo Fisher Scientific  
- 12,5 mL Gibco® FBS (Fetal Bovine Serum), Thermo Fisher Scientific 
 
3.1.2  Raztopina za odcepitev celic od gojitvene stekleničke 
Za odcepitev celic od površine stekleničk, v katerih smo celice gojili pred nasaditvijo na 
plošče z membranami, smo uporabili Gibco® TrypLE™ Select (Thermo Fisher Scientific). 
3.1.3 Raztopina pufra s pH 7,4 
Raztopino pufra smo pripravili v mikrobiološki komori pod aseptičnimi pogoji z mešanjem 
naslednjih raztopin: 
- 500 mL Gibco® HBSS (1X) (Hanks' Balanced Salt Solution), Thermo Fisher 
Scientific (izotonična raztopina z natrijevimi, kalcijevimi, magnezijevimi in 
bikarbonatnimi ioni ter glukozo) 
- 5 mL Gibco® HEPES Buffer Solution (1 M), Thermo Fisher Scientific (raztopina s 
pufrno kapaciteto v območju pH 7,2–7,5) 
3.1.4 Mobilne faze 
- amonijev fosfat (pH 3.0) : acetonitril = 97 : 3 
- acetonitril : KH2PO4 : H20 = 43 : 2 : 55 
Vse pripravljene raztopine mobilnih faz smo pred uporabo filtrirali skozi filter iz 




3.1.5 Donorske raztopine za test permeabilnosti učinkovin 
 
















































































































































1. Antipirin 5,222 / / / / 25 1,11 
2. Atenolol 10,132 / / / / 25 1,52 
3. Metoprolol 9,987 / / / / 25 0,58 
4. Hidroklorotiazid 7,047 353 / / 250 25 0,67 
5. Amilorid 2,688 270 / / 50 25 0,08 
6. Klorotiazid 3,351 1116 / / 250 25 0,10 
7. Teofilin 6,325 / / / / 25 1,40 
8. Furosemid 9,327 293 / / 250 25 0,96 
9. Nadolol 12,636 / / / / 20 2,00 
10. Ketoprofen 10,098 252 / / 250 25 1,58 
11. Rosiglitazon 5,554 347 / / 25 25 0,62 
12. Ropinirol 5,743 / 25 / 2500 25 0,09 
13. Rodamin 123 1,014 / / 1115 105 25 0,01 
14. Verapamil  2,572 / / ** 
106 
/ 25 0,23 
Rodamin 123 / 
15. PSC 833  *** ****
304 
/  ** 
105 
/ 25 0,01 
Rodamin 123 / 
Preglednica III: Priprava donorskih raztopin s testiranimi učinkovinami. 
 
Molekulske mase uporabljenih učinkovin in njihovih soli so navedene v PRILOGI 1. 
LEGENDA PREGLEDNICE III: 




** - volumen predhodno pripravljene raztopine Rodamina 123 v 96 % EtOH (učinkovina 
pod točko 13) 
*** -  pripravljena raztopina 5 mg PSC 833 v 5mL DMSO (koncentracija 1 mg/mL) 
**** - volumen predhodno pripravljene raztopine PSC833 v DMSO  (koncentracija 1 
mg/mL) 
3.1.6 Donorske raztopine z Lucifer rumenim  
 
Vse donorske raztopine z Lucifer rumenim smo pripravili tako, da smo v viali najprej 
raztopili približno 2 mg Lucifer rumenega v pufru s pH 7,4 (Gibco® HBSS (1X) in Gibco® 
HEPES Buffer Solution (1M)) do končne koncentracije 20 mM.  
 
3.2 Uporabljen pribor in aparature 
 
➢ visokotlačna črpalka Exavac, Vacutech 
➢ električna pipeta Isolab Laborgeräte GmBH 
➢ nastavek za aspiracijo z visokotlačno črpalko Vacuboy, Integra 
➢ nastavek za aspiracijo z visokotlačno črpalko HandEvac, Argos Technologies  
➢ naprava za določanje števila in deleža živih celic v gojišču Vi-Cell XR, Beckman 
Coulter 
➢ CO2 celična inkubatorja Sanyo in Thermo Fischer Scientific 
➢ invertni mikroskop CKX41SF2 z digitalno kamero IX2-SLP, Olympus 
➢ naprava za centrifugiranje Mikro 22R, Hettich 
➢ inkubator Memmert 
➢ naprava za avtomatsko merjenje TEER, Rems  
➢ mikrobiološka komora Iskra PIO Max pro 130 
➢ mehanske pipete 100–1000µL, 20–200µL in 2–20µL; Biohit mLINE 
➢ multikanalne mehanske pipete 30–300µL in 10–100µL, Biohit mLINE 
➢ elektronska multikanalna pipeta 50–1200µL, Sartorius 
➢ plošče s 24 poroznimi membranami, Millicel - 24 Cell Culture Insert Plate PET 1µm, 
Merck Millipore 
➢ plošče s 24 vdolbinami Millicell - 24 receiver trail, PSMW010R5, Merck Millipore 
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➢ stekleničke za gojenje celičnih kultur z gojilno površino 25 cm², 75 cm² in 175 cm² 
(T25, T75 in T175), Sarstedt 
➢ plošče s filtrom, Multiscreen-GV filter plate (PVDF 0,22 µm), MSGVN22, Merck 
➢ plošče za UPLC analizo, Costar 3363 
➢ črne plošče z ravnim dnom za merjenje fluorescence (96 vdolbin), Costar 3694 
➢ bele plošče z ravnim dnom za merjenje luminescence (96 vdolbin) Cellstar, Greiner 
Bio-One 
➢ serološke pipete (2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL), TPP 
➢ mikrotitrski čitalec Infinite M1000, Tecan 
➢ mikrotitrski čitalec Infinite F200, Tecan 
➢ UPLC sistem: Acquity™ Ultra Performance LC, Waters 
➢ analitska tehtnica XP56, Mettler Toledo 
➢ set za detekcijo okužbe celic z mikoplazmo: Myco Alert™ PLUS Mycoplasma 
Detection Kit, Lonza 
➢ pH meter SevenMulti, Mettler Toledo 
➢ zmrzovalnik, Thermo Fischer Scientific 
➢ filtrirni papir z 0,22 µm velikimi porami 
 
3.3  Gojenje celic Calu-3 
 
Za izvedbo poskusov permeabilnosti učinkovin smo uporabljali Calu-3 celice s kataloško 
številko ATCC HTB-55 (LOT: 58052345). Celoten postopek gojenja celic je potekal v 
celičnem laboratoriju, kjer so bili doseženi aseptični pogoji. Vsi procesi v povezavi s 
celicami (nasaditve, presaditve, menjave medija) so potekali v mikrobiološki komori z 
laminarnim pretokom zraka in z uporabo sterilnega laboratorijskega pribora. Gojili smo 
celice s pasažami med 52 in 57. 
3.3.1 Nasaditev celic v stekleničke za gojenje celičnih                  
kultur 
Najprej smo vzeli kriovialo (volumen 1 mL) z globoko zamrznjenimi celicami Calu-3 iz 
zmrzovalnika (-150 °C) in jo segreli na sobno temperaturo. V mikrobiološki komori smo v 
gojilno stekleničko T175 (gojilna površina 175 cm²) odpipetirali 37 mL hranilnega medija 
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za gojenje celic, ki je bil predhodno segret na 37 °C, ter celotno vsebino krioviale s celicami 
resuspendirali v mediju. Stekleničko smo rahlo premešali in jo postavili v inkubator (pogoji: 
37 °C, 5 % zračni delež CO2, 95 % vlažnost). Prva dva dni po nasaditvi celic smo medij v 
steklenički zamenjali dnevno, nato pa vsak drugi do tretji dan. Menjava medija je vključevala 
izsesavanje starega medija iz stekleničke s pomočjo visokotlačne črpalke in nadomestitev z 
enako količino svežega medija (37–40 mL). Rast celic na površini gojilne stekleničke smo 
spremljali z invertnim mikroskopom. Ko so celice prekrile okoli 90 % površine stekleničke 
(konfluentno stanje), smo celice presadili na plošče z membranami ali na nove gojilne 











3.3.2 Presaditev celic na plošče z membranami in nadaljnje 
gojenje 
Najprej smo iz gojilnih stekleničk izsesali star medij in na površino s celicami odpipetirali 
potrebno količino raztopine za odcepitev celic Gibco® TrypLE™ Select. V primeru, da smo 
celice gojili v steklenički T175, smo dodali 10 mL raztopine za odcepitev celic, v primeru 
gojenja celic v steklenički T75 (gojilna površina 75 cm²) pa smo dodali 3 mL raztopine. 
Stekleničke smo za 5–10 minut postavili v inkubator, nato smo jih rahlo pretresli, po tem pa 
smo z rastnim medijem deaktivirali raztopino za odcepitev celic in celice sprali s površine 
stekleničke. V primeru stekleničke T175 smo raztopino za odcepljanje celic deaktivirali z 
20 mL in spirali z 10 mL rastnega medija, medtem ko smo v primeru stekleničke T75 
Slika 8: 90 % konfluentno stanje na površini gojilne stekleničke (steklenička T175, celice 
Calu-3, pasaža P53). Vir: lastno delo. 
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raztopino za odcepitev celic deaktivirali s 6 mL medija ter spirali s 4 mL. Celotno vsebino 
stekleničke s celicami smo prenesli v centrifugirko in jo centrifugirali 5 minut na 1500 rpm. 
Iz centrifugirke smo nato previdno odpipetirali supernatant. Supernatant smo zavrgli, celični 
pelet pa resuspendirali v 10 mL svežega medija. 1 mL pripravljene celične suspenzije smo 
porabili za štetje celic z napravo za določanje števila in deleža živih celic v gojišču Vi-Cell 
XR. Z napravo smo dobili podatke o številu vseh celic ter številu in odstotku živih celic. Na 
podlagi izmerjenih podatkov in dejstva, da je površina ene vdolbine na plošči z membranami 
0,7 cm², smo izračunali količino pripravljene celične suspenzije in količino rastnega medija, 
ki ga je bilo potrebno dodati suspenziji, da smo po nanosu 400 µL pripravljene mešanice v 
vsako vdolbino na dveh ploščah z membranami Millicell 24 v vsaki vdolbini dobili 
nasaditveno gostoto 200000 celic/cm². Po nanosu celične suspenzije v vdolbine plošč z 
membranami (zgornji predel plošč), smo na spodnji del vsake od plošč odpipetirali še 22 mL 





Preostanek celične suspenzije smo uporabili za nadaljnje gojenje celic v gojilnih 
stekleničkah, ki so nam nato služile za pripravo novih modelov s celicami Calu-3 na ploščah 
z membranami. Na podlagi podatkov o številu in odstotku živih celic v suspenziji, smo 
izračunali volumen celične suspenzije ter volumen rastnega medija, ki sta bila potrebna, da 
bi v gojilni steklenički dobili nasaditveno gostoto okoli 40000 celic/cm². Postopek smo 
izvajali v mikrobiološki komori, in sicer v stekleničkah T175 ali T75, pri čemer smo 
posledično uporabili različne količine celične suspenzije in rastnega medija. Običajno smo 
Slika 9: Set Milicell 24 plošč (A – spodnji del plošče za gojenje celic , B – plošča z 
membranami, C – pokrov plošče , D – spodnji del plošče za izvedbo testov permeabilnosti, 
E – sestavljen set Milicell 24). Vir: lastno delo. 
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v stekleničko T175 poleg izračunane količine celične suspenzije odpipetirali 30 mL rastnega 
medija, medtem ko smo v stekleničko T75 odpipetirali le 18 mL. Vse pripravljene 
stekleničke smo postavili v celični inkubator. 
Prvi dan po nasaditvi celic smo v mikrobiološki komori z visokotlačno črpalko izsesali star 
medij iz spodnjega dela obeh plošč in ga nadomestili z 22 mL svežega rastnega medija v 
vsaki izmed plošč. Sledilo je izsesavanje starega medija iz vdolbinic na zgornji strani plošč, 
ki smo ga nadomestili s 400 µL svežega rastnega medija v vsaki vdolbini na obeh ploščah. 
Drugi dan po nasaditvi celic smo enak postopek kot v prvem dnevu menjave medija ponovili 
na spodnji strani plošč (menjava z 22 mL svežega rastnega medija), medtem ko smo iz 
zgornjih vdolbin na obeh ploščah izsesali star medij, a le na polovici plošč v vsako vdolbino 
odpipetirali 400 µL svežega rastnega medija (priprava celičnega modela tekočina-tekočina, 
LL). Na preostalih ploščah izsesanega medija nismo nadomestili (priprava celičnega modela 
zrak-tekočina, AL). Pri nadaljnji menjavi rastnega medija smo pri celičnem modelu 
tekočina-tekočina zamenjali medij na spodnji in zgornji strani plošče z membranami, 
medtem ko smo pri celičnem modelu zrak-tekoče medij zamenjali le na spodnji strani plošče, 
na zgornji strani plošče pa smo celice z rastnim medijem sprali enkrat na teden. To smo 
storili tako, da smo 200 µL medija nanesli v vsako vdolbino na plošči in ga izsesali s 
pomočjo visokotlačne črpalke. Celice smo gojili od 18 do 22 dni. 
Ob vsaki menjavi medija smo celično rast spremljali z invertnim  mikroskopom ter z 




Slika 10: Rast celic Calu-3 (P52) na modelu LL (1 - 2. dan rasti celic, 2 - 12. dan rasti 





3.4 Test okuženosti celic Calu-3 z mikoplazmami 
Da smo celicam Calu-3 zagotovili čim bolj optimalno rast, smo vse pasaže celic vsaj enkrat 
tekom gojenja testirali na prisotnost mikoplazem, saj bi prisotnost le-teh v gojišču lahko 
vplivala tako na hitrost rasti kot tudi na končno ustreznost celičnega modela za izvedbo testa 
permeabilnosti. Test okuženosti z mikoplazmami smo izvedli s setom za detekcijo okužbe 
celic z mikoplazmami Myco Alert™ PLUS, ki je vseboval liofiliziran Myco Alert™ PLUS 
reagent, liofiliziran Myco Alert™ PLUS substrat in Myco Alert™ PLUS pufer.  
Pred izvedbo testa smo vse reagente v setu segreli na sobno temperaturo. Liofiliziran reagent 
in substrat smo rekonstituirali tako, da smo v vsak vsebnik posebej dodali 1,2 mL pufra in 
počakali vsaj 15 minut, da se je vsebina popolnoma raztopila. Vzorce smo zbrali tik pred 
izvedbo testa v mikrobiološki komori z laminarnim pretokom zraka. Navadno je bil vzorec 
vzet iz plošč z membranami, na katere smo nasadili celice, in sicer iz predela z rastnim 
medijem na spodnji strani. Pri nekaterih pasažah smo vzorčili tudi rastni medij v gojilnih 
stekleničkah s celicami. V centrifugirko smo vedno vzorčili 2 mL rastnega medija ter 
centrifugirali 5 minut na 1500 rpm, da bi odstranili morebitne celice v vzorcu, s čimer smo 
želeli preprečiti zmanjšanje občutljivosti testa. 100 µL vsakega vzorca smo nanesli na belo 
ploščo z ravnim dnom za merjenje luminiscence. Kot negativno kontrolo smo uporabili 100 
µL Myco Alert™ PLUS pufra ali deionizirane vode. V vse vdolbine z vzorci in negativno 
kontrolo smo dodali 100 µL Myco Alert™ PLUS reagenta, ki mikoplazme lizira in počakali 
5 minut. Ploščo z vzorci smo postavili v mikrotitrski čitalec Infinite F200 in izmerili 
luminiscenco (meritev A). Nato smo v vse vdolbine z vzorci in negativno kontrolo dodali 
100 µL Myco Alert™ PLUS substrata, ki reagira s sproščenimi mikoplazemskimi encimi in 
Slika 11: Rast celic Calu-3 (P52) na modelu AL (1 - 2. dan rasti celic, 2 - 12. dan rasti 
celic, 3 - 20. dan rasti celic). Vir: lastno delo. 
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povzroči pretvorbo ADP v ATP ter počakali 10 minut. Ponovno smo z mikrotitrskim 
čitalcem Infinite F200 izmerili luminiscenco (meritev B). Test temelji na bioluminescentni 
reakciji z luciferazo, pri kateri je koncentracija ATP v vzorcu linearno povezana z intenziteto 
emitirane svetlobe. Meritev B je ob prisotnosti mikoplazem v vzorcu višja od meritve A. 
Razmerje med vrednostjo meritve B in vrednostjo meritve A (B:A) smo uporabili za 
določitev prisotnosti mikoplazem v vzorcih. Če je razmerje manjše od 1, mikoplazme v 
vzorcu niso prisotne. Vrednosti med 1 in 1,2 so mejne, zato se v tem primeru priporoča 
ponovitev testa. Vrednosti večje od 1,2 kažejo na to, da so mikoplazme v vzorcu prisotne. 
 
3.5 Merjenje celične upornosti in izvedba testov 
permeabilnosti učinkovin 
Na dveh pripravljenih celičnih modelih (tekočina-tekočina in zrak-tekočina) s celicami 
določene pasaže smo lahko izvedli test permeabilnosti s tremi različnimi učinkovinami. 
Skupine treh učinkovin smo izbirali glede na ujemanje v analiznem postopku določevanja 
vsebnosti v zbranih vzorcih po samem testu permeabilnosti. 
Pred izvedbo testa smo pripravili raztopino pufra s pH 7,4 in ga segreli na 37 °C. Za tem 
smo pripravili donorske raztopine treh izbranih učinkovin. Sledilo je spiranje celic na 
ploščah z membranami, ki smo ga izvedli tako, da smo v vsako vdolbino na dveh ploščah s 
24 vdolbinami (Millicell-24 receiver trail) odpipetirali 800 µL pufra s pH 7,4 ter na njih 
položili plošči s celicami. Vdolbine na apikalni strani celic smo sprali tako, da smo v vsako 
vdolbino dvakrat previdno nanesli 300 µL pufra s pH 7,4 in obakrat vsebino v vdolbinah 
odlili stran. 
Sledilo je merjenje celične upornosti obeh pripravljenih modelov. Vzeli smo dve novi plošči 
s 24 vdolbinami (Millicell-24 receiver trail) ter v vsako vdolbino odpipetirali 800 µL pufra 
s pH 7,4. Na plošči s pufrom smo položili plošči s celicami, ki smo jih predhodno sprali. V 
vsako vdolbino na apikalni strani celic smo nanesli 400 µL pufra s pH 7,4 in obe plošči za 
10 minut postavili v celični inkubator. Z napravo za avtomatsko merjenje TEER (Rems) smo 
izmerili celično upornost obeh celičnih modelov (celična upornost pred izvedbo testa 




Na novi plošči s 24 vdolbinami (Millicell-24 receiver trail) smo v štiri vdolbine hkrati v 
vrstah 1, 3 in 5 z multikanalno pipeto odpipetirali 800 µL pufra s pH 7,4 (v vsako vdolbino). 
V vse štiri vdolbine v vrsti 2 smo odpipetirali 800 µL donorske raztopine z učinkovino 1, 
enako smo ponovili za drugo in tretjo donorsko raztopino v vrstah 4 in 6. Plošče s celicami 
smo iz plošč za merjenje prevodnosti prestavili na pripravljene plošče, še prej pa smo stran 
odlili pufer za merjenje celične upornosti iz vdolbin na apikalni strani celic.  
 
 
V vdolbine na apikalni strani celic na eni od plošč smo previdno začeli dodajati 400 µL 
donorske raztopine z učinkovino 1 v vrsto 1, nato 400 µL pufra s pH 7,4 v vrsto 2, 400 µL 
donorske raztopine 2 v vrsto 3, 400 µL pufra s pH 7,4 v vrsto 4, 400 µL donorske raztopine 
3 v vrsto 5 in 400 µL pufra s pH 7,4 v vrsto 6. Enak postopek priprave velja za drugo ploščo 
s celicami. Na ta način smo na dveh različnih celičnih modelih lahko izvedli test 
permeabilnosti s tremi različnimi učinkovinami v smeri od apikalne strani proti bazolateralni 
strani celic (A-B) in od bazolateralne strani proti apikalni strani celic (B-A). 
 
  





















































Preglednica IV: Razporeditev izvedbe permeabilnostnih testov z učinkovinami na Millicell 




3.5.1 Vzorčenje celičnih modelov z donorskimi 
raztopinami učinkovin 
Vse vzorce, ki smo jih zbrali med testom permeabilnosti, smo nanesli na plošče s 96 
vdolbinami in filtrom (Multiscreen-GV filter plate, PVDF 0,22 µm), saj jih je bilo pred 
UPLC analizo potrebno prefiltrirati. Vzorčenje iz akceptorskih vdolbin na celičnih modelih 
je potekalo 3 ure, in sicer v 30., 60., 90., 120. in 180. minuti izvajanja testa. 
  
Iz donorskih vdolbin na celičnih modelih smo vzorčili le po 180 minutah od začetka testa, 
medtem ko smo za vzorce donorskih raztopin ob času nič uporabili na začetku pripravljene 
donorske raztopine učinkovin. Volumen vsakega zbranega akceptorskega vzorca (A), ki smo 
ga nanesli na plošče je bil 100 µL. Volumen donorskih vzorcev (D), ki smo jih odvzeli, je 
bil odvisen od predpisanega redčenja. 
Preglednici V in VI prikazujeta razporeditev zbranih vzorcev, ki smo jo uporabili pri 
vzorčenju obeh celičnih modelov med testom permeabilnosti na ploščah s filtri.  













































































































































































































































































































Preglednica V: Primer razporeditve zbranih vzorcev treh učinkovin na 1. plošči s filtri (D 
– donorska raztopina, A – akceptorska raztopina, U – učinkovina; 0, 30, 60, 90 – čas 





3.5.2  Vzorčenje celičnih modelov z donorskimi 
raztopinami rodamina 123 in zaviralci efluksa  
Vse vzorce, ki smo jih zbrali med testom permeabilnosti z rodaminom 123, verapamilom in 
PSC 833, smo nanesli na črne plošče z ravnim dnom za merjenje fluorescence. Vzorčenje je 
potekalo na enak način, kot je opisano v poglavju 3.5.1. 
Volumen vsakega zbranega akceptorskega vzorca (A), ki smo ga nanesli na črne plošče je 
bil 100 µL. Odvzet volumen donorskih vzorcev (D) je bil odvisen od predpisane redčitve. 
Mesta, iz katerih smo na celičnem modelu jemali vzorce donorskih in akceptorskih raztopin 
so razvidna na sliki 11. 
  

















































































































































































































































































Preglednica VI: Primer razporeditve zbranih vzorcev treh učinkovin na 2. plošči s filtri (D 
– donorska raztopina, A – akceptorska raztopina, U – učinkovina, UK – vzorci za 
umeritveno krivuljo; 120, 180 – čas vzorčenja v minutah). 
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Preglednica VIIII: Primer razporeditve vzorcev na črnih ploščah za merjenje fluorescence 
(D – donorska raztopina, A – akceptorska raztopina, U – učinkovina, UK – vzorci za 




3.5.3 Redčenje vzorcev donorskih raztopin in vzorcev za 
pripravo umeritvenih krivulj 
Med izvajanjem testa permeabilnosti je bilo pred nanosom na plošče za analizo vsebnosti 
potrebno vse vzorce donorskih raztopin (D) in vzorce za pripravo umeritvenih krivulj (UK) 
ustrezno redčiti. Redčenje vzorcev s pufrom s pH 7,4 smo izvedli na prozornih ploščah za 
redčenje raztopin.  
Vzorce za umeritvene krivulje učinkovin (UK1-UK7) smo z verižnim redčenjem pripravili 
iz donorskih raztopin učinkovin pripravljenih pred izvedbo testa permeabilnosti. 100 µL 
vsakega vzorca smo nato prenesli na plošče z vzorci akceptorskih raztopin, ki smo jih zbirali 






REDČITEV - PRIPRAVA UMERITVENIH 
KRIVULJ 
 UČINKOVINA UK1 UK2 UK3 UK4 UK5 UK6 UK7 
1. Antipirin 7× 7× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
2. Atenolol 25× 25× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
3. Metoprolol 7× 7× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
4. Hidroklorotiazid 7× 7× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
5. Amilorid 7× 7× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
6. Klorotiazid 7× 7× 2× 2× 2× 2× 2× 2× 
7. Teofilin 7× 7× 2× 2× 2× 2× 2× 2× 
8. Furosemid 20× 20× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
9. Nadolol 20× 20× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
10. Ketoprofen 7× 7× 2× 2× 2× 2× 2× 2× 
11. Rosiglitazon 7× 7× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
12. Ropinirol 7× 7× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
13. Rodamin 123 10× 10× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
14. Verapamil in 
Rodamin 123 
10× 10× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
15. PSC 833 in 
Rodamin 123 
10× 10× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 3,5× 
Preglednica VIII: Redčenje donorskih raztopin in raztopin za pripravo umeritvenih krivulj 
(UK2–UK7: redčenje za vsako sledečo raztopino iz predhodne). 
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3.5.4 Merjenje celične upornosti in izvedba kontrolnega 
testa permeabilnosti z Lucifer rumenim 
Po koncu testa permeabilnosti je ponovno sledilo spiranje celic na ploščah z membranami, 
ki smo ga spet izvedli tako, da smo v vsako vdolbino na dveh ploščah s 24 vdolbinami 
(Millicell-24 receiver trail) odpipetirali 800 µL pufra s pH 7,4 ter na njih položili plošči s 
celicami. Vdolbine na apikalni strani celic smo sprali tako, da smo v vsako vdolbino dvakrat 
previdno nanesli 300 µL pufra s pH 7,4 in obakrat vsebino odlili stran. 
Sledilo je merjenje celične upornosti obeh pripravljenih modelov. Vzeli smo dve plošči s 24 
vdolbinami (Millicell-24 receiver trail) ter v vsako vdolbino odpipetirali 800 µL pufra s pH 
7,4. Na plošči s pufrom smo položili plošči s celicami, ki smo jih predhodno sprali. V vsako 
vdolbino na apikalni strani celic smo nanesli 400 µL pufra s pH 7,4 in obe plošči za 10 minut 
postavili v celični inkubator. Z napravo za avtomatsko merjenje TEER (Rems) smo izmerili 
celično upornost obeh celičnih modelov (celična upornost po izvedbi testa permeabilnosti). 
S to meritvijo smo dobili vrednosti celičnih upornosti v vsaki vdolbini s celicami posebej. 
 PLOŠČA 1 PLOŠČA 2 

























































































































/ / / / 
Preglednica IX: Razporeditev vzorcev z LY na črnih ploščah za merjenje fluorescence (LY 
- lucifer yellow, UK - vzorci za umeritveno krivuljo; A, B, C, D, (1-6) - pozicija vzorcev na 
Millicell plošči 1; A, B, C, D, (7-12) - pozicija vzorcev na Millicell plošči 2. 
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Po izvedbi meritev upornosti na obeh celičnih modelih smo plošči s celicami prestavili na 
dve novi plošči s 24 vdolbinami (Millicell-24 receiver trail). V vsako vdolbino na ploščah 
smo predhodno odpipetirali 800 µL pufra s pH 7,4. V štiri vdolbine hkrati na apikalni strani 
celic smo z mehansko multikanalno pipeto pričeli dodajati predhodno pripravljeno donorsko 
raztopino z Lucifer rumenim, in sicer 400 µL v vsako vdolbino. Oba celična modela smo 
postavili v celični inkubator in počakali eno uro. Po 60 minutah izvajanja testa smo plošči s 
celicami vzeli iz inkubatorja in iz vsake vdolbine po vrstnem redu dodajanja donorske 
raztopine Lucifer rumeno vzorčili 100 µL akceptorske raztopine na bazolateralni strani celic. 
Vse vzorce iz obeh celičnih modelov smo zbrali na črni plošči z ravnim dnom za merjenje 
fluorescence.  
Z redčenjem osnovne donorske raztopine lucifer rumeno smo pripravili tudi vzorce za 
umeritveno krivuljo. Za pripravo vzorca UK1 smo donorsko raztopino redčili 4× (50 µL 
raztopine smo dodali 150 µL pufra s pH 7,4, nato smo vse vzorce od UK2 do UK7 verižno 
redčili 3,5-krat. To smo storili tako, da smo 60 µL vzorca UK1 dodali 150 µL pufra s pH 7,4 
in dobili vzorec UK2. Nato smo 60 µL vzorca UK2 dodali 150 µL pufra in dobili vzorec 
UK3. Enak princip smo ponavljali, dokler nismo dobili redčenega vzorca UK7. 
 
3.6 Analiza vzorcev 
3.6.1 Določevanje vsebnosti učinkovin v vzorcih z UPLC 
sistemom 
Vse vzorce z učinkovinami smo pred analizo z UPLC sistemom preko plošč s filtri z 
prefiltrirali na plošče Costar (3363).  
Vzorce z antipirinom, atenololom, metoprololom in hidroklorotiazidom smo po filtriranju 
redčili z mešanico mobilne faze in acetonitrila (0,1 M amonijev fosfat pH 3,0 : acetonitril = 
9:1) tako, da smo 40 µL vsakega vzorca dodali v 60 µL raztopine za redčenje na novi plošči 
za UPLC analizo. Vzorce smo analizirali s tekočinsko kromatografijo ultra visoke ločljivosti 





















1. Antipirin** A: amonijev 
fosfat (pH 3), 
B: acetonitril 
222 1,65 1,5 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 
50 × 2.1 mm  
 




220 0,67 1,0 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 
50 × 2.1 mm  
 
3. Metoprolol** A: amonijev 
fosfat (pH 3), 
B: acetonitril 
220 2,00 1,5 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 





fosfat (pH 3), 
B: acetonitril 
220 0,66 1,2 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 
50 × 2.1 mm  
 




360 0,80 1,0 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 
50 × 2.1 mm  




220 0,98 0,5 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 
50 × 2.1 mm  




272 0,52 1,5 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 
50 × 2.1 mm  




222 2,70 1,5 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 
50 × 2.1 mm  




220 1,93 1,5 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 
50 × 2.1 mm  
10. Ketoprofen* AcN:KH2PO: 
H20 = 
43:2:55 
255 0,35 1,15 Acquity BEH 
Shield RP C18, 
1.7 µm, 50 × 
2.1 mm 




222 2,11 1,5 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 









250 1,72 1,5 Kinetex C18 
100A, 2.6 µm, 
50 × 2.1 mm  
Preglednica X: Uporabljeni UPLC parametri, kromatografske kolone in mobilne faze 
(* - izokratska elucija, ** - gradientna elucija). 
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3.6.2 Določevanje vsebnosti Lucifer rumenega in rodamina 
123 v vzorcih 
Vsebnosti vzorcev z Lucifer rumenim (λex = 430 nm, λem = 540 nm) in rodaminom 123 
(λex = 480 nm, λem = 540 nm) smo določili z merjenjem fluorescence na mikrotitrskem 
čitalcu Infinite M1000.  
 
3.7 Obdelava podatkov 
Celotna obdelava podatkov, ki je vključevala zbiranje in računanje podatkov, je potekala s 
pomočjo programa Microsoft Excel. V primeru meritev z UPLC sistemom smo v datoteki 
Excel zbrali podatke o površinah vrhov pod krivuljo na kromatogramih (program Empower 
3) za določeno učinkovino. Pri merjenju fluorescence smo v datoteki Excel zbrali dobljene 
odzive za določeno substanco. 
➢ IZRAČUN KOEFICIENTA PERMEABILNOSTI 
Najprej smo na podlagi meritev vzorcev za pripravo umeritvene krivulje izrisali graf 
dobljenih analiznih odzivov v odvisnosti od koncentracije preiskovane substance z 
upoštevanimi redčenji. Na ta način smo v programu Excel z linearno regresijo izračunali 
enačbo premice, ki smo jo v nadaljevanju uporabili za izračun koncentracij substanc v 
vzorcih. Na podlagi izračunanih koncentracij vzorcev in volumna vdolbin, iz katerih smo 
vzorčili (400 µL ali 800 µL), smo izračunali množino substance, ki je v času vzorčenja prešla 
iz donorske v akceptorsko vdolbino. Sledila je priprava grafov izračunanih množin substanc 
v odvisnosti od časa vzorčenja. 
Na obeh celičnih modelih smo za vsako substanco in za vsako vdolbino s celicami posebej 
izdelali grafe množin substanc v odvisnosti od časa vzorčenja. Vsak graf posebej smo 
pregledali in izločili tiste točke, ki so močno izstopale od linearne razporeditve rezultatov in 
posledično vplivale na naklon premice (Kd), ki smo jo izdelali z linearno regresijo. Za 
izračun koeficienta permeabilnosti (Papp) smo uporabili naslednjo enačbo: 







Papp …… koeficient permeabilnosti (cm/s) 
Kd…… število molov, ki preide sloj celic v določenem času (nmol/s) 
C(Do)…… koncentracija donorske raztopine substance z upoštevanim redčenjem (M) 
A……površina monosloja, skozi katerega prehaja substanca (0,7cm²) 
 
Na opisan način smo za vsako učinkovino dobili osem Papp vrednosti, in sicer štiri za 
apikalno-bazolateralno smer (Papp A-B) ter štiri za bazolateralno-apikalno smer (Papp B-A).  
Enak način računanja smo uporabili za izračun permeabilnostnih koeficientov Papp pri 
kontrolnem testu celičnih modelov z raztopinami Lucifer rumenega. Ker smo vzorčili zgolj 
enkrat, in sicer po 60 minutah izvajanja testa, smo pri določevanju koeficienta difuzije (Kd) 
za vsak izračun upoštevali množino substance ob času nič in po 60 minutah. 
Na podlagi permeabilnostnih rezultatov iz kontrolnih testov z raztopinami LY in vrednosti 
TEER, ki smo jih pridobili z merjenjem celičnih upornosti, smo izločili tiste vrednosti 
substanc, ki niso ustrezale vnaprej postavljenim kriterijem. Da smo izračunani 
permeabilnostni koeficient za določeno substanco v posameznem celičnem modelu šteli za 
ustreznega, je morala biti permeabilnostna vrednost v kontrolnem testu z LY manjša od 
2,0 × 10−6cm/s. Pozorni smo bili tudi na izmerjeno celično upornost pred in po izvedenem 
testu permeabilnosti. Velik padec celične upornosti namreč kaže na večjo poškodbo 
celičnega sloja v posamezni vdolbini, ki jo lahko povzročimo med procesom spiranja ali 
vzorčenja celičnih modelov. Glede na smernice je potrebno imeti vsaj tri ločene meritve za 
posamezno substanco in smer prehajanja v vsakem od celičnih modelov. Iz ustreznih 
rezultatov smo s funkcijo AVERAGE izračunali povprečne vrednosti permeabilnosti ter s 
funkcijo STDEV standardni odklon.  
 
➢ OCENA PRISOTNOSTI CELIČNEGA EFLUKSNEGA MEHANIZMA 
Za ugotovitev prisotnosti celičnega efluksa v posameznem celičnem modelu smo uporabili 
razmerje med povprečnim permeabilnostnim koeficientom učinkovine bazolateralno-
apikalne smeri (PappB−A) in povprečnim permeabilnostnim koeficientom apikalno-
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bazolateralne smeri  (PappA−B). Efluksni mehanizem na modelu je prisoten, če je razmerje 
enako ali večje od 2. 
Enačba 3: Enačba za izračun efluksnega razmerja 
𝑬𝑹 =
𝑷𝒂𝒑𝒑𝑩−𝑨̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅
𝑷𝒂𝒑𝒑𝑨−𝑩̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅
 
ER……efluksno razmerje 
𝑃𝑎𝑝𝑝𝐵−𝐴̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ……povprečje permeabilnostnih koeficientov učinkovine (smer B-A) 
𝑃𝑎𝑝𝑝𝐴−𝐵̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ……povprečje permeabilnostnih koeficientov učinkovine (smer A-B) 
 
➢ STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Dobljene vrednosti permeabilnostnih koeficientov smo vključili v statistično analizo z 
uporabo programa Microsoft Excel. Najprej smo izvedli enostranski F-test, s katerim smo 
določili ali obstaja med variancama dveh skupin permeabilnostnih koeficientov (A-B in B-
A) posamezne testirane substance signifikantna razlika ali ne. Na podlagi rezultatov F-testa 
smo analizo nadaljevali z uporabo dvostranskega Studentovega t-testa. Pri obeh testih je bila 
stopnja tveganja (α) 0,05. 
Za izvedbo F-testa smo v programu Excel uporabili orodje F-test dveh vzorcev za variance 
(ang. F-test Two-sample for Variances). Določili smo ničelno (Ho) in alternativno hipotezo 
(H1): 
Ho: sx
2 =  sy2 (varianci se ne razlikujeta signifikantno) 
H1: sx
2 ≠  sy2 (varianci se signifikantno razlikujeta) 
V primeru, ko je vrednost FStat manjša od Ftab, oziroma je p vrednost večja od vrednosti α, 
Ho ne zavrnemo in predpostavimo, da sta varianci dveh skupin enaki. V tem primeru za 
nadaljevanje uporabimo t-test za enaki varianci (ang. t-test: Two-Sample Assuming Equal 
Variances). V nasprotnem primeru, ko Ho zavrnemo, v nadaljevanju uporabimo t-test za 
različni varianci dveh skupin vzorcev (ang. t-test: Two-Sample Assuming Unequal 
Variances). Ponovno smo določili Ho in H1: 
Ho: 𝑥1̅̅̅ =  𝑥2̅̅ ̅ (povprečni vrednosti dveh skupin vzorcev se ne razlikujeta signifikantno) 
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H1: 𝑥1̅̅̅ ≠  𝑥2̅̅ ̅ ( povprečni vrednosti dveh skupin vzorcev se signifikantno razlikujeta) 
Če je dobljena vrednost tStat manjša od ttab, oziroma je p vrednost večja od vrednosti α, Ho ne 
zavrnemo in predpostavimo, da se skupini vzorcev signifikantno ne razlikujeta. Ko je 
vrednost tStat večja od ttab, oziroma je p vrednost manjša od vrednosti α, pa se skupini vzorcev 
signifikantno razlikujeta. 
 
3.8  Vrednotenje učinkovitosti inaktivacije celic Calu-3 z 
NaOH  
Uporaba ustrezne raztopine, ki popolnoma lizira celice Calu-3, je ključna za ohranjanje 
visoke stopnje sterilnosti in preprečevanje neželene rasti celic po koncu testiranj. Z 
namenom ugotovitve učinkovitosti uporabljenega medija za inaktivacijo celic smo izvedli 
poskus z raztopinami NaOH. 
Po dosegu konfluence s celicami Calu-3 (pasaža P58) v steklenički za gojenje celic T75 smo 
celice odlepili od podlage s 3 mL raztopine Tryple Select in 10 minutno inkubacijo v 
celičnem inkubatorju. Raztopino za odlepljanje celic smo deaktivirali s 6 mL hranilnega 
medija za gojenje celic in spirali s 4 mL. Dobljeno celično suspenzijo smo prenesli v 
centrifugirko in jo centrifugirali 5 minut na 1500 rpm. Supernatant smo iz centrifugirke 
odpipetirali in zavrgli ter ga nadomestili z 11 mL svežega medija za gojenje celic. 1 mL 
pripravljene suspenzije smo uporabili za štetje celic na napravi za določanje števila in deleža 
živih celic v gojišču Vi-Cell XR. Z napravo smo dobili podatke o številu vseh celic ter številu 
in odstotku živih celic. Nato smo v vsako izmed sedmih gojilnih stekleničk T25 odpipetirali 
okoli 1,5 mL pripravljene celične suspenzije. V prvo stekleničko (1) smo dodali 5 mL medija 
za gojenje celic in jo uporabili kot kontrolo. V naslednje tri stekleničke (2, 3, 4) smo dodali 
5 mL medija in 2,2 mL raztopine 1 M NaOH, ki smo jo predhodno prefiltrirali skozi filter z 
0,22 µm velikimi porami. Na tak način smo v stekleničkah T25 pripravili 0,3 M raztopino 
NaOH s celicami. V vsako od zadnjih treh stekleničk (5, 6, 7) smo dodali 5 mL  medija za 
gojenje celic. Vseh sedem stekleničk smo postavili v celični inkubator za en dan.  
Naslednji dan smo vseh sedem stekleničk s celicami pogledali pod invertnim mikroskopom 
in jih z digitalno kamero slikali. Iz kontrolne stekleničke (1) smo odlepili celice z 1,5 mL 
raztopine Tryple Select in jih 10 minut inkubirali. Raztopino Tryple Select smo inaktivirali 
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s 3 mL medija za gojenje celic in spirali z 2 mL medija. Celično suspenzijo smo centrifugirali 
(5 minut, 1500 rpm), zavrgli supernatant in ga nadomestili z enako količino medija za 
gojenje celic. 1 mL suspenzije smo uporabili za štetje celic na napravi Vi-Cell XR. 
Preostanek smo nasadili na novo stekleničko T25. Iz stekleničk 2, 3 in 4 smo odpipetirali 3 
mL medija s celicami, saj celice glede na vizualni pregled niso bile prilepljene na podlago. 
Vse celične suspenzije iz stekleničk smo centrifugirali (5 minut, 1500 rpm). Supernatant smo 
iz centrifugirke s celicami odpipetirali in ga uporabili za merjenje pH. Nadomestili smo ga 
s svežim medijem za gojenje celic ter nato odvzeli 1 mL vsake pripravljene celične 
suspenzije za štetje celic z Vi-Cell XR. Preostanke suspenzij smo nasadili na nove 
stekleničke T25. Stekleničkam 5, 6 in 7 smo star medij nadomestili s 5 mL svežega medija 
za gojenje celic in dodali 5 mL predhodno prefiltrirane raztopine 1 M NaOH, tako da smo v 
stekleničkah pripravili 0,5 M raztopino NaOH. Vseh sedem novih stekleničk T25 s celicami 
smo postavili v celični inkubator za en dan. 
Tretji dan smo vse stekleničke s celicami pogledali pod invertnim mikroskopom in jih z 
digitalno kamero slikali. Vsem stekleničkam smo po prej opisanih postopkih z Vi-Cell XR 
prešteli celice. Celice iz kontrolne stekleničke smo presadili v novo stekleničko T25. Enako 
smo storili s celicami iz stekleničk 5, 6 in 7, kjer smo po centrifugiranju ponovno shranili 
supernatant in mu izmerili pH. Vse štiri stekleničke smo za en dan postavili v inkubator. 
Zadnji dan smo celice iz kontrolne stekleničke in iz stekleničk 5, 6 in 7 pogledali pod 
invertnim mikroskopom ter jih slikali. Celicam iz vsake stekleničke posebej smo prešteli 




4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Ustreznost celičnih modelov 
Za ugotavljanje ustreznosti gojenja celic Calu-3 in pripravo celičnih modelov je bilo ključno 
preverjanje okuženosti celic z mikoplazmami že med samim gojenjem. Vse celične modele, 
pri katerih smo s testom Myco Alert™ PLUS med gojenjem določili razmerje vrednosti B:A, 
ki je bilo večje od 1,2 in s tem potrdili okuženost gojišča z mikoplazmami, smo zavrgli ter 
pripravili znova. 
Ustreznost pripravljenih celičnih modelov smo ocenjevali z merjenjem TEER pred in po 
izvedbi posameznega testa permeabilnosti ter z določitvijo vrednosti Papp spojine Lucifer 
rumeno v posameznem celičnem modelu tik po izvedbi testa permeabilnosti. Priloga 2 
prikazuje vrednosti TEER, ki smo jih izmerili v sklopu posameznega testa permeabilnosti z 
odštetimi slepimi vrednostmi TEER in upoštevano površino celičnega modela (0,7 cm²). 
Opazimo lahko, da so vrednosti TEER po izvedbi testov permeabilnosti v splošnem nižje od 
vrednosti pred izvedbo testa, kar kaže na zmanjšanje integritete celičnih plasti zaradi same 
izvedbe testov.  
Vrednosti TEER so v večini modelov LL višje od vrednosti v modelih AL, kar je na podlagi 
literaturnih virov pričakovano (2). Vrednosti modelov LL so večinoma nižje od 500 Ωcm², 
kar za tovrstne modele ni značilno (2). Vzroki za nižje vrednosti od objavljenih v literaturi 
so lahko razlike v pogojih gojenja celic, razlike v pogojih merjenja TEER, razlike v 
zaporedno uporabljenih celičnih pasažah ter razlike v času gojenja posameznih celičnih 
kultur (14). Z izmerjenimi vrednostmi TEER smo določili dva kriterija, na podlagi katerih 
smo izbrali tiste celične modele, ki bi jih v kombinaciji s kriterijem iz testov z LY lahko 
izločili zaradi neustreznih lastnosti. Ta dva kriterija sta vrednost TEER pod 200 Ωcm² pred 
izvedbo in vrednost TEER pod 130 Ωcm² po izvedbi permeabilnostnih testov. 
TEER vrednosti so v primerjavi s permeabilnostnimi koeficienti označevalcev 
permeabilnosti (Lucifer rumeno, manitol) manj občutljivi kazalci integritete celičnih slojev 
in zato bolj informativne narave. Pri primerjavi vrednosti TEER in Papp označevalcev nične 
permeabilnosti imajo večjo težo slednji (38). 
Rezultati permeabilnostnih testov z LY (priloga 3) so nam služili kot drugi kriterij za oceno 
integritete celičnih plasti v modelih po izvedbi testov permeabilnosti z učinkovinami. 
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Dobljene vrednosti so nekoliko višje od pričakovanih na podlagi literaturnih virov, kar 
ponovno lahko pripišemo razlikam v pripravi celičnih modelov, času gojenja celic in številki 
celične pasaže pa tudi dejstvu, da se je zaradi izvedbe testa permeabilnosti na podlagi meritev 
TEER zmanjšala integriteta celičnih slojev. Zgornjo mejo Papp za LY, pri kateri celičnega 
modela še nismo obravnavali kot neustreznega, smo na podlagi ocene naših meritev in 
vrednosti iz literature določili pri 2,0 × 10−6cm/s .  
V primeru testov z rodaminom 123 ter obema zaviralcema efluksa (PSC 833 in verapamil) 
lahko opazimo Peff vrednosti LY, ki so višje od postavljenega kriterija. Te vrednosti so višje 
predvsem pri tistih celičnih modelih, kjer so testirane učinkovine med permeabilnostnimi 
testi potovale v bazelateralno-apikalni smeri. 
Velik vpliv na izbor so bile končne vrednosti  Papp učinkovin v posameznih paralelkah. Glede 
na to, da smo test z vsako učinkovino izvajali v štirih paralelkah na vsakem modelu, smo 
lahko opazili vrednosti Papp, ki so močno odstopale od ostalih, kar je navadno kazalo na večjo 
poškodbo celičnega sloja. Te vrednosti so hkrati sovpadale z nizkimi TEER vrednostmi in 






4.2 Permeabilnostne vrednosti testnih učinkovin 
Preglednica XI: Vrednosti permeabilnostnih koeficientov testiranih učinkovin na celičnih modelih AL in LL. 
A B C D A B C D
AL / 3,12E-05 1,43E-05 1,56E-05 2,0E-05 1,47E-05 1,41E-05 1,52E-05 1,55E-05 1,5E-05
LL / 2,1E-05 1,69E-05 1,76E-05 1,9E-05 1,71E-05 1,82E-05 1,73E-05 1,65E-05 1,7E-05
AL / 4,66E-08 6,96E-08 1,08E-07 7,5E-08 1,25E-07 1,02E-07 1,27E-07 1,79E-07 1,3E-07
LL 4,95E-08 5,1E-08 4,28E-08 6,12E-08 5,1E-08 7,67E-08 7,86E-08 7,43E-08 6,49E-08 7,4E-08
AL 1,33E-05 1,49E-05 1,18E-05 1,19E-05 1,3E-05 1,13E-05 1,04E-05 1,05E-05 1,24E-05 1,1E-05
LL / 1,17E-05 1,19E-05 1,23E-05 1,2E-05 / 9,07E-06 1,09E-05 1,12E-05 1,0E-05
AL 2,9E-07 2,4E-07 2,13E-07 2,38E-07 2,5E-07 5,05E-07 5,06E-07 5,34E-07 5,22E-07 5,2E-07
LL / 2,09E-07 2,17E-07 1,64E-07 2,0E-07 / 4,70E-07 4,76E-07 4,73E-07 4,7E-07
AL 6,69E-07 6,69E-07 / 5,51E-07 6,3E-07 2,65E-07 2,31E-07 2,49E-07 2,54E-07 2,5E-07
LL / 5,9E-07 5,40E-07 6,65E-07 6,0E-07 2,82E-07 3,27E-07 3,70E-07 1,97E-07 2,9E-07
AL / 6,76E-07 8,33E-07 6,87E-07 7,3E-07 4,27E-07 4,80E-07 4,47E-07 5,41E-07 4,7E-07
LL 3,69E-07 3,64E-07 3,77E-07 3,32E-07 3,6E-07 1,34E-06 1,46E-06 1,32E-06 / 1,4E-06
AL 1,29E-05 1,47E-05 1,47E-05 1,41E-05 1,4E-05 1,59E-05 1,62E-05 1,58E-05 1,64E-05 1,6E-05
LL 1,26E-05 1,21E-05 1,40E-05 1,37E-05 1,3E-05 1,28E-05 1,24E-05 1,25E-05 1,31E-05 1,3E-05
AL 2,73E-07 2,44E-07 2,38E-07 2,68E-07 2,6E-07 4,37E-07 3,55E-07 3,39E-07 3,54E-07 3,7E-07
LL 1,69E-07 2,29E-07 1,70E-07 1,69E-07 1,8E-07 6,48E-07 5,95E-07 5,63E-07 4,30E-07 5,6E-07
AL 5,95E-08 5,95E-08 6,53E-08 6,38E-08 6,2E-08 2,36E-07 2,02E-07 2,12E-07 2,29E-07 2,2E-07
LL 4,55E-08 4,66E-08 4,65E-08 5,46E-08 4,8E-08 1,24E-07 1,26E-07 1,33E-07 1,52E-07 1,3E-07
AL 1,08E-05 1,38E-05 1,20E-05 1,16E-05 1,2E-05 1,71E-05 1,62E-05 1,49E-05 1,55E-05 1,6E-05
LL 1,52E-05 1,6E-05 1,57E-05 1,38E-05 1,5E-05 1,87E-05 1,79E-05 1,98E-05 1,69E-05 1,8E-05
AL 1,85E-05 1,41E-05 1,46E-05 1,55E-05 1,6E-05 2,73E-05 2,28E-05 2,12E-05 2,49E-05 2,4E-05
LL 1,61E-05 1,81E-05 1,56E-05 1,64E-05 1,7E-05 2,42E-05 1,94E-05 2,10E-05 2,36E-05 2,2E-05
AL 1,63E-05 1,66E-05 1,67E-05 1,62E-05 1,6E-05 1,74E-05 1,80E-05 1,74E-05 1,70E-05 1,7E-05
















 𝒂𝒑𝒑 (cm/s), A-B  𝒂𝒑𝒑 (cm/s), B-A
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Na podlagi dobljenih permeabilnostnih koeficientov učinkovin na pripravljenih celičnih 
modelih s celicami Calu-3 bi med dobro permeabilne učinkovine uvrstili antipirin, 
metoprolol, teofilin, ketoprofen, rosiglitazon in ropinirol, saj dosegajo najvišje povprečne 
Papp vrednosti vrednosti v naboru vseh testiranih učinkovin. Pri vsaki od naštetih učinkovin 
so vrednosti Papp na obeh celičnih modelih (AL in LL) med seboj primerljive. Primerljive so 
tudi povprečne vrednosti Papp v obeh smereh prehajanja posamezne učinkovine skozi celično 
plast na celičnem modelu (A-B in B-A). Vse naštete učinkovine razen ketoprofena (BCS 
razred II) so uvrščene v BCS razred I, kar pomeni, da je njihova lastnost poleg dobre topnosti 
tudi visoka permeabilnost (19, 20, 21, 22). Skupno jim je tudi to, da spadajo med modelne 
učinkovine z visoko permeabilnostjo glede na peroralno absorbirano frakcijo fa (> 85 %), 
kar potrjuje primernost obeh pripravljenih celičnih modelov s celicami Calu-3 za 
napovedovanje permeabilnosti visoko permeabilnih učinkovin (21, 23). 
Med slabo permeabilne učinkovine bi na podlagi določenih povprečnih vrednosti Papp 
uvrstili hidroklorotiazid, amilorid, klorotiazid, furosemid, atenolol in nadolol. Vse naštete 
učinkovine razen klorotiazida in furosemida (BCS razred IV) spadajo v BCS razred III in 
jim je na podlagi te klasifikacije skupna nizka permeabilnost (19, 20). Hidroklorotiazid, 
amilorid, furosemid in atenolol na podlagi smernic ICH M9 spadajo med modelne učinovine 
z zmerno permeabilnostjo glede na peroralno absorbirano frakcijo fa (50–84 %), medtem ko 
nadolol in klorotiazid spadata med modelne učinkovine z nizko permeabilnostjo glede na 
peroralno absorbirano frakcijo fa (< 50 %) (21).  
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da sta oba celična modela primerna za 
napovedovanje permeabilnosti glede na BCS klasifikacijo. Kot je razvidno iz grafov na 
slikah 12 in 13, se vse dobro permeabilne učinkovine iz BCS razredov I in II na podlagi 
izračunanih vrednosti Papp na obeh pripravljenih modelih nedvoumno ločijo od slabo 





Slika 12: Papp testiranih učinkovin v A-B in B-A smeri s standardnimi odkloni na celičnem 
modelu AL. Vir: lastno delo. 
Slika 13: Papp testiranih učinkovin v A-B in B-A smeri s standardnimi odkloni na 
celičnem modelu LL. Vir: lastno delo. 
43 
 
Na podlagi primerjave povprečnih Papp vrednosti klorotiazida in testiranih modelnih 
učinkovin, ki so glede na smernice ICH M9 zmerno permeabilne, lahko opazimo, da so 
vrednosti permeabilnostnih koeficientov klorotiazida znotraj območja vrednosti zmerno 
permeabilnih učinkovin. Glede na to, da klorotiazid na podlagi smernic ICH M9 sodi med 
modelne učinkovine z nizko permeabilnostjo (fa  < 50 %), bi vrednosti Papp po pričakovanjih 
morale biti nižje od vrednosti modelnih učinkovin z zmerno permeabilnostjo (50 % < fa  < 
84 %). Klorotiazid je substrat proteina BCRP, ki vpliva na prehajanje učinkovine skozi 
celični model tako, da ga iz celic izloča in s tem zmanjša absorpcijo (23).  Atenolol na 
podlagi ICH M9 smernic spada med modelne učinkovine z zmerno permeabilnostjo, a so 
izračunane Papp vrednosti na obeh celičnih modelih bolj primerljive z vrednostmi nadolola, 
ki spada med modelne učinkovine z nizko permeabilnostjo, poleg tega atenolol glede na ER 
vrednosti ni udeležen v aktivnem transportu zaradi transportnih proteinov, ki bi lahko 
vplivali na vrednosti Papp (21). Na podlagi slednjih ugotovitev sklepamo, da s pripravljenimi 
Calu-3 celičnimi modeli, ne moremo ločiti med zmerno in slabo permeabilnimi modelnimi 
učinkovinami glede na peroralno absorbirano frakcijo in vivo iz smernic ICH M9. 
Ostale učinkovine so na podlagi izračunanih vrednosti Papp iz testov na pripravljenih celičnih 






4.3 Aktivno izločanje učinkovin iz celic Calu-3 
 
  
Učinkovine, pri katerih smo pričakovali prisotnost efluksnega mehanizma in s tem ER večji 
od 2, so hidroklorotiazid, klorotiazid, furosemid in nadolol. 
Hidroklorotiazid in klorotiazid nista substrata P-glikoproteina, a smo v primeru testov s 
hidroklorotiazidom v obeh pripravljenih celičnih modelih določili prisotnost celičnega 
mehanizma izločanja te učinkovine, za kar je očitno odgovoren drug transportni protein, 
oziroma se učinkovina iz celic izloča po drugačnem celičnem mehanizmu. Na podlagi 
literaturnih virov sklepamo, da je za to odgovoren protein BCRP, ki je prav tako izražen v 
celicah Calu-3 (23, 25, 26). Enako bi pričakovali za učinkovino klorotiazid, za katero pa smo 
v našem primeru zgolj na modelu LL izračunali vrednost ER, ki je večja od 2. Efluksni 
Preglednica XII: Vrednosti zbranih efluksnih razmerij (ER) za posamezno 
učinkovino na celičnih modelih AL in LL. 
AL 2,0E-05 1,5E-05 0,73
LL 1,9E-05 1,7E-05 0,93
AL 7,5E-08 1,3E-07 1,78
LL 5,1E-08 7,4E-08 1,44
AL 1,3E-05 1,1E-05 0,86
LL 1,2E-05 1,0E-05 0,87
AL 2,5E-07 5,2E-07 2,11
LL 2,0E-07 4,7E-07 2,40
AL 6,3E-07 2,5E-07 0,40
LL 6,0E-07 2,9E-07 0,49
AL 7,3E-07 4,7E-07 0,65
LL 3,6E-07 1,4E-06 3,81
AL 1,4E-05 1,6E-05 1,14
LL 1,3E-05 1,3E-05 0,97
AL 2,6E-07 3,7E-07 1,45
LL 1,8E-07 5,6E-07 3,04
AL 6,2E-08 2,2E-07 3,54
LL 4,8E-08 1,3E-07 2,77
AL 1,2E-05 1,6E-05 1,32
LL 1,5E-05 1,8E-05 1,21
AL 1,6E-05 2,4E-05 1,53
LL 1,7E-05 2,2E-05 1,33
AL 1,6E-05 1,7E-05 1,06















MODEL  𝒂𝒑𝒑 (cm/s), A-B  𝒂𝒑𝒑 (cm/s), B-A
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mehanizem za to učinkovino na modelu AL na podlagi vrednosti ER ni prisoten, kar bi lahko 
pripisali zmanjšani ekspresiji proteina v celicah ali nasičenju tranportnih proteinov zaradi 
previsoke koncentracije učinkovine v donorski raztopini. Efluksni mehanizem bi morda 
lahko zaznali, če bi bila začetna koncentracija učinkovine manjša (17, 20, 39). Furosemid je 
substrat P-glikoproteina ter proteinov BCRP in MRP2, zato je povečano izločanje 
učinkovine iz celic v pripravljenih modelih pričakovan (27). V našem primeru opazimo, da 
model LL kaže na prisotnost efluksnega prenašalca za izločanje furosemida, medtem ko AL 
ne. Ponovno lahko sklepamo, da je vzrok za to verjetno neustrezno razmerje med količino 
izraženih transportnih proteinov in koncentracijo testirane učinkovine, zaradi česar je 
najverjetneje prišlo do zasičenja transportnih proteinov (17, 20, 39). Nadolol je substrat P-
glikoproteina, kar lahko opazimo v obeh pripravljenih celičnih modelih. Prisoten je izrazit 
efluksni mehanizem izločanja te učinkovine, saj sta razmerji med B-A in A-B smerjo 
prehajanja te učinkovine v obeh pripravljenih modelih večji od 2.  
Pri vseh ostalih testnih učinkovinah prisotnosti mehanizma izločanja učinkovin iz celic na 
podlagi izračuna ER nismo zaznali, saj so vrednosti manjše od 2. V primeru amilorida so te 
vrednosti celo manjše od 0,5 v obeh pripravljenih modelih. Na podlagi tega lahko sklepamo, 
da je v celicah prisoten transportni protein za prehod učinkovine v celice, ki vpliva na 
povečan celični privzem te učinkovine. Vzrok za to bi lahko bila ekspresija organskih 
kationskih prenašalcev (ang. organic cation transporters: OCT1, OCT2) na Calu-3 celicah, 
ki so odgovorni za pospešeno absorpcijo pozitivno nabitih substratov pri fiziološkem pH (2). 
Eden od substratov OCT2 je tudi amilorid, zaradi česar bi lahko prišlo do pospešenega 
privzemanja učinkovine v Calu-3 celice (40). Oba pripravljena celična modela lahko 
ocenimo kot delno specifična in relativno točna napovedovalca vpliva P-glikoproteina na 
izbrane učinkovine, čeprav nekateri rezultati v primeru modela AL odstopajo od 
pričakovanih in bi zato model LL v našem primeru lahko izbrali kot bolj ustreznega za 
napovedovanje aktivnega transporta učinkovin. Slednjo ugotovitev bi bilo potrebno potrditi 
s testiranjem večjega števila učinkovin, ki so hkrati substrati tega proteina ter z uporabo 
ustrezno koncentriranih donorskih raztopin učinkovin, s čimer bi preprečili nasičenje 
prenašalnih proteinov. Dodaten vzrok za odstopanja so najverjetneje razlike v pripravi 
celičnih modelov, sploh v povezavi z različnimi celičnimi pasažami, ki potencialno vplivajo 
na celični fenotip.   
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4.4 Test z inhibitorji P-glikoproteina 
Na podlagi rezultatov permeabilnostnega testa, pri katerem smo za testirano substanco 
uporabili rodamin 123, ki je hkrati tudi substrat P-glikoproteina, lahko sklepamo, da celice 
Calu-3 tako v modelu AL kot tudi v LL izražajo P-glikoprotein. Razmerje povprečnih 
vrednosti Papp med B-A in A-B smerjo rodamina 123 je namreč brez prisotnosti inhibitorjev 
P-glikoproteina v obeh celičnih modelih krepko nad 2, kar kaže na to, da je v celicah prisoten 
omenjeni transportni protein (21). 
Pri izvedbi testov, kjer smo ob rodaminu 123 v donorsko raztopino dodali tudi znana 
inhibitorja P-glikoproteina verapamil in PSC 833, lahko opazimo znižanje vrednosti 
omenjenega razmerja. ER se je v vseh primerih, razen ob dodatku PSC833 na modelu AL, 
kjer je kljub temu opazno občutno zmanjšanje vrednosti, znižal pod vrednost 2. Vzrok za to 
je inhibicija omenjenega transmembranskega proteina in s tem zmanjšanje izločanja 
rodamina 123 iz celic. Sklepamo lahko, da je v obeh pripravljenih celičnih modelih prisotno 
izražanje P-glikoproteina. 
  
Preglednica XIII: Vrednosti permeabilnostnih koeficientov rodamina 123 (brez in z 
zaviralci efluksa) na celičnih modelih AL in LL v apikalno-bazolateralni smeri. 
Preglednica XIV: Vrednosti permeabilnostnih koeficientov rodamina 123 (brez in z 
zaviralci efluksa) na celičnih modelih AL in LL v bazolateralno-apikalni smeri. 
 
A B C D
AL 2,81E-07 3,17E-07 3,09E-07 2,80E-07 3,0E-07
LL 3,42E-07 3,08E-07 2,95E-07 2,75E-07 3,0E-07
AL 2,8E-07 2,37E-07 2,09E-07 2,35E-07 2,4E-07
LL 1,93E-07 2,18E-07 1,74E-07 1,95E-07 1,9E-07
AL 2,69E-07 3,04E-07 3,09E-07 2,74E-07 2,9E-07
LL 2,53E-07 2,48E-07 2,09E-07 1,38E-07 2,1E-07
Rodamin 123





UČINKOVINA MODEL  𝒂𝒑𝒑 (cm/s), A-B
A B C D
AL 2,66E-06 2,28E-06 2,12E-06 2,53E-06 2,4E-06
LL 2,88E-06 2,57E-06 2,72E-06 3,02E-06 2,8E-06
AL 3,22E-07 2,88E-07 2,80E-07 2,88E-07 2,9E-07
LL 2,60E-07 2,77E-07 2,96E-07 2,27E-07 2,6E-07
AL 4,34E-07 3,95E-07 3,76E-07 3,31E-07 3,8E-07
LL 7,69E-07 7,73E-07 7,05E-07 7,06E-07 7,4E-07
UČINKOVINA MODEL
Rodamin 123










4.5 Rezultati statistične analize 
Z uporabo F testa enakosti varianc in Studentovega t testa smo želeli ugotoviti ali se 
povprečne vrednosti permeabilnostnih kofeicientov izbranih učinkovin na pripravljenih 
modelih signifikantno razlikujejo glede na smer prehajanja učinkovine (A-B in B-A) v 
posameznem celičnem modelu (AL in LL). Stopnja tveganja (α) je bila v vseh primerih 0,05. 
Na podlagi rezultatov lahko vidimo, da se povprečne vrednosti permeabilnostnih 
koeficientov pri prehajanju učinkovin v obe smeri (A-B in B-A) na obeh pripravljenih 
celičnih modelih signifikantno ne razlikujejo le v primeru metoprolola. V primeru ropinirola 
in teofilina ni signifikantne razlike v povprečnih vrednostih permeabilnostnih koeficientov 
med obema smerema prehajanja substanc zgolj pri celičnem modelu LL, medtem ko pri testu 
z atenololom ni signifikantne razlike med povprečnima vrednostima permeabilnostnih 
koeficientov v A-B in B-A smereh prehajanja zgolj na modelu AL. 
V vseh ostalih primerih lahko sklepamo, da obstaja statistična razlika med povprečnimi 
permeabilnostnimi koeficienti apikalno-bazolateralne in bazolateralno-apikalne smeri 
prehajanja učinkovin skozi celično plast, saj so vrednosti t višje od kritičnih vrednosti t (p < 
0,05). Glede na to, da so se testi izvajali na celicah in je variabilnost med 4 posameznimi 
vrednostmi relativno visoka, so ti rezultati pričakovani. 
 
 
Preglednica XV: Vrednosti efluksnih razmerij rodamina 123 (brez in z zaviralci efluksa) na 
celičnih modelih AL in LL. 
AL 3,0E-07 2,4E-06 8,08
LL 3,0E-07 2,8E-06 9,18
AL 2,4E-07 2,9E-07 1,23
LL 1,9E-07 2,6E-07 1,36
AL 2,9E-07 3,8E-07 1,33
LL 2,1E-07 7,4E-07 3,48
MODEL ER
Rodamin 123 in 
verapamil




 𝒂𝒑𝒑 (cm/s), A-B  𝒂𝒑𝒑 (cm/s), B-A
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Preglednica XVI: Vrednosti statistične analize (STDEV – standardni odklon, Ho – ničelna hipoteza).
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4.6 Inaktivacija celic Calu-3 z NaOH 
 
 
Za preizkus sposobnosti inaktivacije celic Calu-3 smo pripravili 0,3 M in 0,5 M raztopino 
NaOH v celičnem gojišču. Kot je razvidno iz rezultatov, se z višanjem pH gojišča zmanjša 
tudi živost celic v primerjavi s kontrolnim gojiščem, kjer raztopine NaOH nismo dodali. 
Živost celic smo izmerili z napravo Vi-Cell XR, ki celice šteje na podlagi barvanja s 
tripanskim modrilom. Izmerjena živost celic v stekleničkah z dodano raztopino NaOH je 
lažno višja od dejanskih, saj smo med merjenjem opazili, da je algoritem ločevanja živih in 
mrtvih celic v programu znotraj skupkov nedefiniranih celic zaznal nekatere domnevno 
mrtve celice kot žive. Na podlagi vizualnega pregleda celičnih gojišč z dodano raztopino 
NaOH pod invertnim mikroskopom smo opazili, da celice niso bile več tako jasno definirane 




STEKLENIČKA 1 2 3 4 5 6 7
pH GOJIŠČA 7,58 8,72 8,69 8,71 9,36 9,33 9,33
VIABILNOST 
CELIC






PRIPRAVLJENA GOJIŠČA S CELICAMI CALU-3
Preglednica XVII: Rezultati testa inaktivacije celic Calu-3 z raztopinami NaOH. 
Slika 13: Učinek raztopin NaOH z različnimi koncentracijami na rast celic Calu-3 (1 - 
brez NaOH, 2 - 0,3M NaOH, 3 - 0,5M NaOH). Vir: lastno delo. 
50 
 
Zadnja ugotovitev  še posebno velja za stekleničke z dodano 0,5 M raztopino NaOH. Da so 
celice dejansko inaktivirane (lizirane) smo potrdili tako, da smo celice prestavili v novo 
gojišče in jih gojili. Pod mikroskopom smo opazili, da se nobena celica ni pritrdila na 
podlago in rastla naprej. Sklepamo lahko, da je raztopina NaOH primeren medij za 






V magistrski nalogi smo pripravili dva celična modela s celično linijo Calu-3, in sicer model 
tekočina-tekočina (ang. liquid-liquid, LL) in zrak-tekočina (ang. air-liquid, AL). Preverili 
smo njuno ustreznost za razvrščanje testnih učinkovin glede na njihovo permeabilnost. 
Ustreznost celičnih modelov smo tekom gojenja celic zagotavljali s preverjanjem okuženosti 
modelov z mikoplazmami, z merjenjem TEER tik pred in po izvedbi permeabilnostnih testov 
ter s kontrolnimi permeabilnostnimi testi z Lucifer rumenim. Za določitev ustreznih celičnih 
modelov smo določili naslednje kriterije: vrednosti TEER  pred izvedbo testov 
permeabilnosti so večje od 200 Ωcm², vrednosti TEER po izvedbi permeabilnostnih testov 
so večje od 130 Ωcm², permeabilnostne vrednosti kontrolnih testov z LY pa so manjše od 
2,0 × 10−6cm/s.  
Na osnovi naših rezultatov smo ugotovili, da sta oba pripravljena celična modela glede na 
izračunane povprečne vrednosti Papp modelnih učinkovin iz smernic ICH M9 ustrezna za 
razvrščanje učinkovin med visoko in nizko permeabilne po klasifikaciji BCS, medtem ko 
noben od modelov ni primeren za razvrščanje učinkovin med zmerno in slabo permeabilne.  
Na podlagi povprečnih vrednosti Papp v smeri A-B in B-A smo izračunali efluksno razmerje 
(ER) za vsako učinkovino na posameznem celičnem modelu in ugotovili, da so efluksnemu 
mehanizmu v našem primeru izpostavljene naslednje učinkovine: hidroklorotiazid (model 
AL in LL), klorotiazid (model LL), nadolol (model AL in LL) in furosemid (model LL). 
Nadolol in furosemid sta substrata P-glikoproteina, zato predvidevamo da je za njuno 
izločanje iz celic odgovoren omenjeni protein. Za hikdroklorotiazid in klorotiazid sklepamo, 
da se iz celic izločata s proteinom BCRP, saj sta njegova substrata. Vzrok za to, da v primeru 
furosemida in klorotiazida na modelu AL izločanja učinkovin iz celic na podlagi vrednosti 
ER nismo zaznali, bi lahko bilo nasičenje omenjenih transportnih proteinov zaradi 
previsokih koncentracij uporabljenih donorskih raztopin v kombinaciji z zmanjšano 
ekspresijo proteinov v celicah. 
Z izvedbo testov z inhibitorji P-glikoproteina (PSC833 in verapamil) smo potrdili 
funkcionalno ekspresijo tega transmembranskega proteina v celicah Calu-3 na obeh 
pripravljenih celičnih modelih, saj so se vrednosti ER v primerjavi s testom, kjer omenjenih 
inhibitorjev nismo uporabili, signifikantno znižale. 
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Na koncu smo preizkusili sposobnost liziranja Calu-3 celic z 0,3 M in 0,5 M raztopinami 
NaOH. Na podlagi štetja celic z napravo Vi-Cell XR in opazovanjem pod invertnim 
mikroskopom sklepamo, da sta obe raztopini ustrezni za inaktivacijo celic, pri čemer je 0,5 
M raztopina bolj učinkovita. 
V prihodnje bi bilo potrebno na obeh celičnih modelih testirati večje število slabo, zmerno 
in dobro permeabilnih modelnih učinkovin, s čimer bi pridobili več podatkov v povezavi z 
razvrščanjem učinkovin glede na njihovo permeabilnost in hkrati ugotovili, katere 
učinkovine so udeležene v mehanizmu aktivnega transporta s transportnimi proteini. 
Točnost rezultatov bi lahko izboljšali z izvedbo avtomatskega vzorčenja celičnih modelov, 
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Priloga 1: Uporabljene učinkovine in njihove soli z molekulskimi masami, uporabljene 
pasaže Calu-3 celic pri izvedbi testov s posamezno učinkovino in čas gojenja celic pred 











































































Priloga 2: TEER vrednosti na pripravljenih celičnih modelih pred in po izvedbi testa permeabilnosti. 
A B C D A B C D A B C D A B C D
AL 363 480 466 432 444 504 465 469 148 293 375 369 373 359 339 350
LL 79 278 365 559 352 208 359 279 38 186 229 312 213 156 220 190
AL 340 339 353 399 421 346 342 363 255 307 296 327 296 289 285 295
LL 458 549 475 405 463 468 468 390 324 402 339 291 144 363 341 271
AL 345 353 337 360 403 377 364 400 285 272 260 282 316 310 311 356
LL 509 471 524 439 530 473 512 427 140 345 382 344 315 307 284 274
AL 368 361 386 393 370 377 353 359 134 295 303 329 311 308 304 276
LL 497 479 473 398 461 505 456 402 383 343 334 296 398 367 353 333
AL 295 317 358 328 337 342 334 316 277 309 338 313 320 339 356 339
LL 408 368 314 331 361 394 307 323 207 361 363 367 388 386 346 394
AL 285 309 335 338 253 263 281 316 274 327 328 312 270 297 322 366
LL 347 342 309 310 340 327 314 293 393 386 372 372 335 304 322 311
AL 284 308 316 306 344 335 326 308 305 327 376 351 374 367 377 370
LL 351 368 347 317 360 337 309 300 357 393 376 351 358 333 351 343
AL 390 360 239 211 394 267 250 213 323 308 211 200 364 276 260 245
LL 426 364 353 369 377 370 316 356 431 380 358 381 365 322 333 343
AL 227 239 234 231 214 206 220 209 196 201 199 204 184 174 185 188
LL 379 390 358 330 426 364 353 355 353 367 338 316 279 283 279 276
AL 330 414 366 323 359 362 345 323 302 282 295 278 349 335 330 308
LL 405 423 412 374 377 388 358 356 493 436 433 414 259 230 206 221
AL 365 365 353 331 379 365 369 340 386 309 359 322 371 376 387 358
LL 410 354 370 370 408 367 357 360 398 371 355 402 391 367 367 378
AL 384 370 356 331 314 342 355 339 306 315 309 318 289 300 290 311
LL 378 363 346 325 338 394 346 395 395 379 380 372 385 376 370 377
AL 349 353 319 293 374 402 351 330 291 309 305 297 295 309 302 277
LL 508 493 464 406 504 486 423 379 368 352 339 376 337 344 310 300
AL 377 369 418 364 386 412 372 360 335 359 351 329 342 332 316 310
LL 538 511 425 484 575 473 422 428 394 370 300 324 316 290 279 276
AL 396 419 364 366 371 359 374 421 312 344 316 297 446 450 441 502
LL 510 509 484 391 548 467 489 395 398 422 403 346 380 393 391 381
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Priloga 3: Vrednosti permeabilnostnih koeficientov LY na pripravljenih celičnih modelih iz kontrolnih testov. Osenčena polja predstavljajo 
vrednosti Papp nad postavljeno mejo 2,0 × 10−6𝑐𝑚/𝑠. 
 
A B C D A B C D
AL 8,40E-05 2,82E-07 3,00E-07 2,92E-07 1,30E-07 1,70E-07 2,87E-07 3,78E-07
LL 5,83E-05 5,01E-07 5,43E-07 4,69E-07 8,37E-07 4,53E-07 5,46E-07 8,14E-07
AL 9,32E-06 2,19E-07 1,55E-07 2,15E-07 2,74E-07 2,09E-07 2,15E-07 2,86E-07
LL 2,33E-07 2,26E-07 1,54E-07 2,37E-07 1,94E-07 2,33E-07 2,08E-07 1,77E-07
AL 2,99E-07 2,68E-07 2,65E-07 2,22E-07 3,79E-07 2,31E-07 3,01E-07 2,39E-07
LL 8,75E-07 3,38E-07 2,47E-07 2,07E-07 7,37E-06 2,20E-07 1,86E-07 2,22E-07
AL 2,93E-07 2,18E-07 1,67E-07 2,37E-07 3,24E-07 2,83E-07 1,95E-07 2,66E-07
LL 6,02E-05 1,64E-07 1,63E-07 2,03E-07 4,69E-07 2,69E-07 3,34E-07 3,91E-07
AL 7,46E-08 4,78E-08 7,17E-08 6,43E-08 9,34E-08 6,49E-08 5,24E-08 6,61E-08
LL 4,79E-06 1,34E-07 9,91E-08 1,82E-07 1,25E-07 3,18E-07 7,12E-08 1,45E-07
AL 8,37E-08 9,22E-08 4,56E-08 3,64E-08 8,77E-08 9,28E-08 7,00E-08 4,84E-08
LL 1,71E-07 1,85E-07 7,63E-08 8,83E-08 3,59E-07 5,18E-07 5,40E-07 1,49E-07
AL 4,67E-08 3,25E-08 6,32E-08 6,26E-08 9,57E-08 4,21E-08 6,83E-08 6,66E-08
LL 9,45E-08 9,79E-08 1,38E-07 1,46E-07 1,36E-07 8,20E-08 1,03E-07 1,84E-07
AL 8,42E-08 4,66E-08 4,51E-08 4,61E-08 4,71E-07 3,06E-07 2,32E-07 2,47E-07
LL 1,45E-07 8,02E-08 6,31E-08 9,42E-08 6,17E-07 3,50E-07 3,65E-07 4,78E-07
AL 5,06E-08 4,76E-08 7,41E-08 8,17E-08 1,35E-07 1,28E-07 1,44E-07 1,46E-07
LL 9,77E-08 9,62E-08 1,38E-07 1,38E-07 3,47E-07 2,47E-07 2,46E-07 2,88E-07
AL 2,05E-07 2,78E-07 4,99E-07 4,29E-07 3,91E-07 2,82E-07 3,96E-07 4,65E-07
LL 3,96E-07 4,35E-07 4,51E-07 5,59E-07 1,50E-06 1,03E-06 1,16E-06 1,38E-06
AL 5,94E-07 2,05E-07 3,73E-07 5,45E-07 5,16E-07 9,74E-07 1,06E-06 8,51E-07
LL 8,75E-07 4,89E-07 4,83E-07 6,49E-07 1,05E-06 1,61E-06 1,07E-06 1,20E-06
AL 3,75E-07 1,29E-06 9,14E-07 6,75E-07 5,40E-07 1,39E-06 1,12E-06 6,57E-07
LL 7,10E-07 1,92E-06 1,19E-06 1,18E-06 9,84E-07 1,93E-06 1,44E-06 1,04E-06
AL 2,06E-07 3,18E-07 3,43E-07 3,48E-07 1,10E-05 9,31E-06 1,14E-05 1,06E-05
LL 3,47E-07 3,71E-07 3,47E-07 4,55E-07 9,36E-06 9,74E-06 1,02E-05 1,01E-05
AL 5,29E-07 2,46E-07 3,92E-07 3,96E-07 6,20E-06 1,10E-05 1,07E-05 1,14E-05
LL 6,45E-07 6,53E-07 6,38E-07 6,95E-07 1,22E-05 1,14E-05 8,49E-06 1,03E-05
AL 5,97E-07 5,04E-07 3,04E-07 4,05E-07 1,17E-05 1,26E-05 1,16E-05 9,79E-06
LL 7,54E-07 7,61E-07 4,99E-07 6,36E-07 1,25E-05 1,27E-05 1,08E-05 9,24E-06
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Papp LUCIFER RUMENO (cm/s)
Nadolol
Ketoprofen
Rosiglitazon
Ropinirol
Metoprolol
Hidroklorotiazid
Amilorid
Klorotiazid
Teofilin
Furosemid
UČINKOVINA MODEL
A-B B-A 
Antipirin
Atenolol
